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EINLEITUNG 


Die Neubildung und Katherese der Wechselgewebe lasst sich be- 
kanntlich als biologischer Regelungsvorgang interpretieren. wobei die 
repeticrende Regeneration ihrer Grosse nach dem jeweiligen Ver- 
schleiss angepasst ist. So zeugen auch die Phinomene der Blut- 
bildung von einem Gesetz des dynamischen Gleichgewichts: Ein- 
mal sollen Proliferation und Heranreifung der strukturellen Blut- 
elemente einer normalen Mauserung die Waage halten. einmal wieder- 
um sollen die Blutbildungsstatten einem enstandenen Ungleichgewicht 
(Rohr 1940), so nach Blutung. bei Hamolyse aber auch bei Sauer- 
stoffmangel durch beschleunigte Hamopoese entgegenwirken. Zu re- 
geln ist die Zusammansetzung des kreisenden Blutes. wiche sie hier 
unter funktioneller Mehranforderung. dort nach substanzieller Ein- 
busse von ihrem optimalen Funktionswert ab. Den wohlbekannten 
Erscheinungen der hypoximischen Pleozytose und der Remission 
nach Hémorrhagien und hamolytischen Krisen liegt dabei ein ausserst 
komplexer Ablauf am himopoetischen Organ zugrunde. iiber dessen 
Einzelheiten noch viel Unklarheit herrscht. obwohl es seit Ende des 
vorigen Jahrhunderts an hervorragenden Untersuchungen und erfin- 
derischen Hypothesen nicht mangelte. 

In jiingster Zeit hat sich ein reges Interesse in verschiedensten 
Forschungslaboratorien an der Aufklarung des Reaktionsmechanis- 
mus bei regenerativer Mehranforderung dargetan. Besonders gilt die- 
ses der tibergeordneten Steuerung der Erythropoese, wobei Berichte 
iiber eine humorale Transmission durch ’’Erythropoetine” sich hau- 
fen. Neben der chemischen Darstellung solcher stofflichen Induktoren 
stehen auch die Vorginge am hamopoetischen Organ im Blickpunkt 
der Aufmerksamkeit. Die Verwendung radioaktiver Isotopen hat be- 


sonders zu immer mehr elaborierten Versuchsanordnungen angeregt, 
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wodurch entschiedene Fortschritte gemacht werden konnten. Es will 
scheinen, als seien mehr konventionelle Untersuchungsmethoden hier- 
bei vielleicht zu Unrecht verdrangt worden, ehe ihre Verwendungs- 
méglichkeiten noch voll ausgeniitzt waren. 

Die vorliegende Arbeit versucht zur Kenntnis der Erythroblasten- 
karyokinesen beizutragen. Eine recht vielseitige Erérterung sowohl 
allgemein akzeptierter Forschungsergebnisse als auch von Fragen, 
iiber die in der gegenwartigen Literatur noch erhebliche Meinungs- 
verschiedenheiten bestehen, scheint hierbei einleitend am Platze zu 


sein. 





LITERATURUBERSICHT 


SAUERSTOFFSPANNUNG UND BLUTBILDUNG 


tf 


Die Beobachtungen Berts (1862) und Viaulis (1891) uber Blutei- 
genschaften im Héhenklima werden traditionell als grundlegend fir 
die Erforschung der Héohenpolyzythamie zitiert; —-- ihnen folgten bald 
die Arbeiten von Regnard (1692) sowie von Schauman u. Rosenquist 
(1898), welche den Sauerstoffmangel einwandfrei als primum mo- 
vens derselben nachwiesen. Das Schrifttum wurde wiederholt ausfihr- 
lich zusammengestellt, so von Grant u. Root (1952), Hirsjarvi (1953) 
und Nordstr6m (1957). 


Analog ist auch im klinischen Bereich der Befund einer Polyzythémie bei 
Herz- und Lungenerkrankungen beschrieben worden als Folge der bestchenden 
*inneren Hypoxie” oder Hypoxiimie. Am deutlichsten sind wohl hier die Verhilt- 
nisse bei einigen Formen der kongenitalen Herzfehler, wo die konkomitante 
Pleozytose als klinisches Kriicrium in Praxi mit einbezogen werden kann (Hal- 
lock 1940, Brinton 1951, Galante u. Angelino 1952 u.a.). 


Die verschiedensten Methoden kamen bei der Erforschung der hyp- 
oxiebedingten Blutverinderungen zur Verwendung: Sowohl am 
menschlichen Objekt wie an Versuchstieren erhobene Befunde stim- 
men in puncto der polyzythimischen Reaktion auf Sauerstoffmangel 
iiberein. Anders verhilt es sich bereits wenn man quantitative An- 
gaben und auch ergiinzende himatologische Daten des Schrifttums 
untereinander vergleicht, wobei die Problematik des Reaktionsmecha- 
nismus sich gleich aufdranet. 

Uber einen Schwellenwert der polyzythimischen Reaktion liegen 
keine systematischen Untersuchungen vor. Gil u. Teran (1948) teilen 
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immerhin mit. dass sie in 2 200 Hohe beim Menschen keine eindeu- 
tige Pleozytose fanden, obschon erhéhter Hamoglobingehalt und Ten- 
denz zur Makrozytose sich als hamatologische Alterationen nachwei- 
sen liessen. Verzar (1947) beobachtete das Auftreten einer Poly- 
zythamie ab etwa 1 700 m. 


Hurtado u. Mitarb. (1945) haben quantitative Einschatzungen un- 
ternommen, wobei trotz erheblicher Variationen eine fast lineare Bezie- 
hung zwischen dem Grade der Hypoxie und der bestehenden Polyzythi- 
mie festzustellen war. —- namentlich bei Subjekten, die chronischem 
Sauerstoffmangel ausgesetzt waren (gesunde Bergbevoélkerung). Bei 
Versuchen mit akut einsetzender Hypoxie waren derartige Beziehung- 
en nicht zu ermitteln. wofiir wohl Verschiedenheiten in der Reak- 
tionsbereitschaft Rechnung tragen. Barcroft u. Mitarb. (1923) un- 
terbreiteten ihren quantitativen Einschatzungen eine durchschniitliche 
Ziffer von 700000 fiir die Erythrozytenvermehrung/mm* Blut je 
1000 m Hohe tber dem Meeresspiegel. Unter Annahme eines Aus- 
gangswertes von 5 000000 Erythrozyten/mm® ware dieses eine pro- 
zentuelle Steigerung um 14.6 °/o je 1000 m. Ressel (1956) bleibt. 
anhand seines allerdings klinischen Materials. bei der anspruchslosen 


Ziffer von 2.38 °/o. 


Die numerischen Angaben moégen noch so differieren als Folge 
von Verschiedenheiten des Materials. der Methode. vielleicht auch der 
statistischen Analyse: gemeinsam ist aus den Arbeiten die fliessende 
Anpassung der Erythrozytenwerte an die jeweilige Hypoxie heraus- 
zulesen, -—- eben ein dynamisches Gleichgewicht im Gegensatz zu einer 
etwaigen Adaptationserscheinung nach dem Prinzip des alles-oder- 
nichts. 

In diesem Zusammenhang ist noch die Beobachtung von Hurtado 
u. Mitarb. (1945) tiber eine obere Grenze der Reaktion auf Hypoxie zu 
erwahnen. Ab etwa 6000 m Hohe konnten Sie bei ihren Untersu- 
chungen in den Peruvianischen Anden eine Abnahme der Polyzytha- 
mie konstatieren. Nach Reynafarje (1957) sollen sogar bei 6500 m 


nur noch normale Erthrozytenwerte vorliegen. 


Die Moglichkeit einer Hamokonzentration als Ursache der gestei- 
gerten Erythrozytenwerte ist verschiedentlich, in Analogie mit der 
bereits von Bunge (1895) erkannten Bluteindickung nach Haimorrha- 


gien. angeschnitten worden. Ein vermindertes totales Plasmavolumen 
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ist auch bei Hypoxie konstatiert worden, so von Asmussen u. Nielsen 


(1945) wie auch von Lawrence u. Mitarb. (1952). 


Ein Mechanismus partiellen Plasmaverlustes stellt bekanntlich 
hohe Anspriiche an die gesamte Osmoregulation und kann, wenn er 
auch initial auftritt (Reissmann 1951), nicht als eine stabile Adapta- 
tion gelten. So ist das verminderte Plasmavolumen bei bestehender 
Hypoxie wohl nur als eine Begleiterscheinung des erhdhten totalen 
Erythrozytenvolumens aufzufassen — nicht Ursache, sondern Folge 
der Polyzythamie. Barcroft u. Mitarb. (1923) konstatierten iibrigens 
eine Abnahme des Plasmavolumens erst nach etwa 14-tagiger Adapta- 
tion bei ihren Hohenklimaforschungen. Die Hypervolimie infolge der 
Pleozytose wird dadurch etwas ausgeglichen. bleibt aber trotzdem 
recht akzentuiert (Hurtado u. Mitarb. 1945. Merino 1950). 


Eine schnelle Anpassung an akut einsetzenden Sauerstoffmangel 
scheint immerhin durch eine Ausschiittung der Blutdepots stattzufin- 
den. Bei Tieren soll vor allem die Milz ein derartiges Reservoir dar- 
stellen, wo Erythrozyten in fast kompakter Masse aufgespeichert wer- 
den, um bei akutem Bedarf wieder in den Kreislauf geschleust werden 
zu konnen (Barcroft u. Barcroft 1923, Grandjean 1949, Kramer u. 
Luft 1951. Sliwinski u. Lilienfield 1958). Auch beim Menschen ist die 
Fahigkeit einer Blutspeicherung beschrieben worden, oder wenigstens 
die Moéglichkeit einer Umschleusung grésserer Blutmengen aus dem 
Splanchnikusgebiet in die tibrige Zirkulation (Ebert u. Stead 1941). 
Natiirlich bleibt eine solche Regulation den kreisenden Blutmenge nur 
provisorisch. und kann einen bestehenden Bedarf an Erythrozytenver- 
mehrung z.B. bei fortgesetzter Hypoxie oder nach Blutverlusten nicht 
decken (Abderhalden u. Mitarb. 1927. Verzar 1947). 


Evidenz gesteigerter Erythropoese. Im allgemeinen ist man wohl 
iiberein, dass die hypoxische Polyzythamie auf eine vermehrte Bil- 
dung von Erythrozyten im haimopoetischen Organ zuriickzufihren ist. 
wenngleich ein verlangertes Lebensalter der zirkulierenden Zellen als 
vielleicht auxiliiren Mechanismus erwahnt worden ist (Heilmeyer 
u. Mitarb. 1933. Abderhalden u. Mitarb. 1927. Krupski u. Almasy 
1937). So muss man wohl auch die erhéhte Osmoresistenz der roten 
Blutkorperchen (Hurtado 1932) als Zeichen junger Zellen in der Zir- 


kulation, und also gesteigerter Knochenmarksaktivitét auffassen, 
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obwohl natiirlich ein etwa geringerer Verschleiss der Zellen unter Hyp- 
oxie wenigstens theoretisch dasselbe Phinomen bedingen konnte. 
Eingehende morphclogische Untersuchungen der Erythrozyten bei 
hypoxiebedingter Polyzythamie sind von u.a. Barcroft u. Mitarb. 
(1923). Hurtado (1932), Hurtado u. Mitarb. (1945), und Huff u. 
Mitarb. (1951) durchgefiihrt worden. welche gewisse Riickschliisse 
auf die alterierte Erythropoese gestatten. Wahrend bei vollausgebilde- 
ter Pleozytose eine Tendenz zu grésserem Zelldiameter vorliegt. soll bei 
einsetzender Adaptation eher eine mikrozytiire Neigung vorherrschen. 
mit erheblicher Streuung des Zelldiameters. Der Befund einer Anisozy- 
tose ist oftmals mit der beschleunigten Hamopoese nach Blutungen 
korreliert worden (Forssell 1939) und lasst somit im Falle akut ein- 
setzender Hypoxie auf einen analogen Mechanismus schliessen. Zu er- 
wahnen ist hier noch die makrozytiére Tendenz nach leichten Hamorrha- 
gien, mit am eindrucksvollsten vielleicht von Bergel u. Kummer 
(1933) an Blutspendern demonstriert. Die Mehranforderung an die 
Erythropoese steht hier, wie bei der eingestellten Hohenpolyzythamie, 
in Proportion zu den Reservekraften des erythropoetischen Organs. 
wahrend die Streuung mit mikrozytérem Zug vielleicht als Ausdruck 


einer gewissen Uberforderung aufgefasst werden konnte. 


Entsprechend findet sich auch eine Mikrozytose bei besonders schwerem, 
permanentem Sauersioffmangel. Monge (1928) stellte bei der Lungenfibrose der 
Bergarbeiter im Hohenklima durchgehend diesen Befund fest, so auch Hurtado 
(1942), der ausserdem in der bereits erwahnten Arbeit von 1945 in extremen 
Hohen (iiber 6000 m) bei Gesunden eine Mikrezytose beschrieb. Bei der Poly- 
zythimie des Mb. coeruleus gilt die Mikrozytose als hamatologisches Charakte- 
ristikum (Brinton 1951). 


Kindeutiger als Verschiebungen der Zellisomorphie. zeugt das ver- 
mehrte Auftreten von Zellen mit unreifer Struktur von einer lebhafte- 
ren Ausschwemmung korpuskulirer Elemente in die Zirkulation. Ver- 
einzelt, aber wohl mit der Signifikanz einer iiberstiirzten Diapedese 
durch die Schranke zwischen Blutbildungsstatten und Blut. sind Nor- 
moblasten in der Zirkulation notiert worden, — so von Schauman u. 
Rosenquist (1898). ferner von Drinker u. Mitarb. (1922). 


Wahrend die letztgenannten Autoren das Erscheinen nukleierter Zellen 
in der Peripherie als Ausdruck eines ges{cigerten ’Wachstumsdruckes” im 
Knochenmark auffassten, steht die Pathophysiologie des Phinomens heute noch 
zur Debatte. Rohr (1940) sieht hierin ein unbedingtes Zeichen extramedullirer 
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Erythropoese. Heilmeyer (1951) wiederum hebt hervor, es miisse eine Dysfunk- 
tion des Markorgans vorliegen, wihrend u.a. Wasastjerna u. Teir (1958) verein- 
zelte Normoblasten im Blutausstrich auch bei Aniimien ohne eigentliche Mark- 
schidigung beschreiben. 


Als obligate Erscheinung darf man hingegen die Retikulozytose 
bezeichnen; — seit den grundlegenden Beobachtungen von Erb 
(1865) und spater Cesaris-Demel (1907) wohl heute noch das beste 
periphere morphologische Zeichen einer beschleunigten Erythropoese. 
Entsprechend sind die Retikulozytenwerte von den meisten Forschern 
zum Studium der hypoxiebedingten und posthimorrhagischen Blut- 


Hurtado 1932, Hurtado u. Mitarb. 1945, Forssell 1939, Bonsdorff u. 
Jalavisto 1948, Huff u. Mitarb. 1951. Hirsjaérvi 1953. Wadsworth 
1955 u.a.). 

Besonders dienlich sind Retikulozytenbestimmungen, wenn man 
die Intensitaét der Blutregeneration zeitlich verfolgen will. Ein sehr 
schnelles Einsetzen der Retikulozytose wird von Riska (1950) in un- 
mittelbarem Anschluss an das Anlegen eines Pneumothorax beschrie- 
ben. Wahrend er vorwiegend dltere formen der Retikulozyten vor- 
fand (nach der Einteilung von Heilmeyer u. Westhiuser 1932), fand 
Nordstrém (1957) bereits 2 Stunden nach nur wenige Minuten 
dauernder Einatmung eines sauerstoffarmen Gasgemisches cine Reti- 
kulozytose mit Linksverschiebung. Mertens (1957) wies ebenfalls 
neulich auf die Sensibilitét der Retikulozytenreaktion auf kurzdauern- 
den hypoxischen Reiz hin (1 st Unterdruck). allerdings mit einer 
erheblich langeren Latenzzeit (27—-62 st). 

Unbeschadet eines méglichen Proliferationsreizes auch bei Versu- 
chen mit kurzfristiger Hypoxie, wie er von Nordstrém aufgrund der 
Linksverschiebung im Retikulozytenbild postuliert wird. muss man 
wohl doch Heilmeyer (1951) zustimmen.der, mit Seyderhelm u. Grebe 
(1935), in der rapiden Retikulozytensteigerung hauptsichlich eine 
Emission schon bereitstehender Zellen sieht. Eine solche mobilisier- 
bare Reserve soll nach Untersuchungen von Suit u. Mitarb. (1957) 
fiir den normalen Nachschub von 24 Stunden ausreichen. 

Bei einem wahren Adaptationsprozess an Sauerstoff{mangel stellte 
neulich Erslev (1957) einen festen Anstieg der Retikulozyten ab 6 
Stunden Hypoxie dar, der sich bis Ende seines Experiments (48 st) 
nur steigerte. Das Maximum der Retikulozytose wird nach Barcroft 
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u. Mitarb. (1923) sowie Huff u. Mitarb. (1951) etwa 5 bis 6 Tage 
nach dem Einsetzen permanenter Hypoxie konstatiert, — sie soll dann 
in ungefaihr 14 Tagen wieder abklingen. Entgegen der Schlussfol- 
gerung der letztgenannien Autoren, dass im nunmehr hyperplastischen 
Mark eine beschleunigte Heranreifung des Erythrons nicht mehr beste- 
he, haben andere Untersucher auch bei lange bestehender Hypoxie 
eine fortwahrende Retikulozytose beschrieben. so Hurtado u. Mitarb. 
(1945), Merino (1950), Saathoff (1950) und Sulli (1957). Die 
Frage nach der Proliferationsrate der erythroiden Zellen nach erfolg- 
ter Adaptation steht heute noch offen. 

Hémoglobinsynthese und Eisenumsatz. Die Synthese des roten 
Blutfarbstoffes ist als integrierendes Geschehen der Erythropoese 
ebenfalls bei der Erforschung der hypoxischen Polyzythaimie ins Auge 
gefasst worden. 

Auf die Schwierigkeit, in der Hamatologie die entgegengesetzen zelluliren 
Vorgange der Proliferation und der Maturation im Sinne der allgemeinen Ent- 
wicklungsmechanik zu trennen, wird oft hingewiesen. Mitotische Vermehrung 
und funktionelles Wachstum scheinen auch bei den erythroiden Zellen besonders 
eng aneinander gekniipft zu sein. Mitunter soll nach Heilmeyer (1951) die Rei- 
fung sprunghaft wahrend der Mitose sich vollziehen, ——- ein Geschehen, das 
Weicker (1954) als Reifeteilung sogar als universellen Wachstumsmodus der 
erythropoetischen Zellen mit Ausnahme der Stammzelle postuliert. Immerhin 
lasst sich im Groben eine Unterscheidung der Prozesse durchfiihren. Definiert 
man schematisch die Hamoglobinbildung als Ausdruck der Reifung, die zahlen- 
missige Vermehrung der Erythrozyten wicderum als Ausdruck der Proliferation, 
so bieten Klinik wie Experiment zahlreiche Beispiele wo die beiden Prozesse 


dissoziieren. 


Bei bestehender Héhenpolyzythaimie notierten Hurtado u. Mitarb. 
(1945). sowie Mookerjee u. Ghose (1951) oft fast normale Hamoglo- 
binwerte. Gelegentlich sind sogar subnormale Werte von Cohnheim u. 
Kreglinger (1909) und auch von Hartmann (1951) angefiihrt wor- 
den. Andere Forscher wiederum fanden erhéhte Himoglobinwerte. so 
Barcroft u. Mitarb. (1923), Huff u. Mitarb. (1951) u.a. Ebenso kon- 
trovers sind Angaben des Farbeindexes: hier grosse Erythrozyten mit 
entsprechend vermehrtem Hamoglobingehalt (Barcroft u. Mitarb. 
1923, Gil u. Teran 1948), dort vermehrte, weniger Farbstoff tra- 
gende, kleine Erythrozyten (Kestner u.. Mitarb. 1920). Wo die zellu- 
lare Himoglobinkonzentration im Mittel bestimmt wurde, ist das Bild 


jedoch einheitlicher: Sie scheint nur selten vom Normalen abzuwei- 
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chen (Hurtado u. Mitarb. 1945, Gil u. Teran 1948). Man fihlt aus 
den verschiedenen Angaben eine Interferenz des Sauerstoffmangels 
mit dem funktionellen Wachstum; — so scheint eine leichte Mehran- 
forderung an die Erythropoese Stromawachstum und Hamoglobi- 
nisierung eher anzuregen, wahrend bei der akzentuierten polyzytha- 
mischen Reaktion in erster Linie die Zellvermehrung steht. Criscuolo 
u. Mitarb. (1955) konnten durch Eisenverfiitterung an Ratten in Hyp- 
oxie einen gewissen Ausgleich dieser Differenz erzielen, was ja auch 
mit der einschlagigen Auffassung von der Rolle des Eisens bei der 
Remission post haemorrhagiam iibereinstimmt. 

Kine qualitative Veraénderung der Hamoglobinsynthese ist bei 
der hypoxischen Polyzythamie verschiedentlich vermutet worden. Vor 
allem die bei Sauerstoffmangel steiler verlaufende sanguine Dissozia- 
tionskurve fiir Oo bewegte Barcroft (1934). das Auftreten eines che- 
misch aberrierenden Blutfarbstoffes anzunehmen. Er konnte jedoch 
nicht einen solchen Mechanismus feststellen. Van Liere (1942) halt 
trotzdem eine Verainderung des Blutfarbstoffes fiir moglich, entspre- 
chend dem von Krogh (1941) dargestellten ~“fetalen” Hamoglobin 
im erythréamischen Blut der Neugeborenen. Spatere Untersuchungen 
bei kongenitalen Herzfehlern mit Hypoxamie (Gamalero u. Actis Dato 
1952, Adams 1952) sind allerdings negativ ausgefallen. 

Obwohl auf die Hamoglobinsynthese nur indirekt bezogen, hat 
sich die Bestimmung des Eisenumsatzes. besonders mithilfe des radio- 
aktiven Fe°® als einen verlasslichen Indikator der erythropoetischen 
Aktivitat erwiesen (Wassermann u. Mitarb. 1952 u.a.). 

Granick (1949, 1954) hatte die erhdhte enterale Eisenresorption bei Aniaimie 
(Hahn 1948) als durch lokale Gewebsanoxie induziert vermutet. Vassar u. Taylor 
(1956) beobachteten bei Hypoxie eine erhéhte Aufnahme von Fe°® durch die 
Duodenalmukosa. Keller (1955) beschreibt eine Mobilisierung der hepatischen 
Fisenvorrite bei Hypoxie, Vannotti (1946) eine Abwanderung des Fisens in die 


zellularen Oxydationssysteme und in die Himoglobinsynthese. 


Allerdings scheint nach Huff u. Mitarb. (1951) der Eisenspiegel 
des Serums bei Sauerstoffmangel annahernd normal zu sein. wahrend 
ein beschleunigter Umsatz des Eisens einwandfrei aus Messungen des 
Eisenschwundes aus dem Plasma (plasma-iron-turnover rate) wie auch 
aus Ermittelungen des Eiseneinbaues in die Erythrozyten hervorgeht. 
Dieser Befund wurde auch von Lawrence u. Mitarb. (1952) bestatigt. 
Sie konnten innerhalb von 24 Stunden nach einsetzender permanenter 
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Hypoxie (Hoéhenakklimatisation) einen beschleunigten Eisenschwund 
aus dem Plasma nachweisen. Er trat immerhin um etwas verspitet 
gegeniiber dem Erscheinen der Retikulozytose auf; — eine Diskre- 
panz, welche die initiale hypoxieinduzierte Retikulozytenemission 
(vide supra) wohl doch nicht als Zeichen beschleunigter Regenera- 
tion erscheinen lasst. 

Uberhaupt sind, wie einleitungsweise bereits erwihnt wurde, die 
Methoden mit dem radioaktiven Fe” in den letzten Jahren sehr hiufig 
zur Bestimmung der erythropoetischen Aktivitét herangezogen wor- 
den. Vielleicht verdient es unterstrichen zu werden, dass hierbei das 
Regenerationsgeschehen vorwiegend unter dem Aspekt der Reifung 
erschlossen wird, wahrend auf die Proliferation héchstens indirekte 
Schliisse gezogen werden kénnen. 

Bothwell u. Mitarb. (1957) haben auch neulich darauf hinge- 
wiesen, dass ein beschleunigter Fe*?-umsatz auch ohne effektive Zell- 
neubildung statthaben kann. 

Die Reversibilitét sekundérer Pleozytose. Es wurde bereits darge- 
stellt, wie die Wirkung des Sauerstoffmangels auf die Blutregenera- 
tion sich innerhalb gegebener Grenzen nach der Art eines echten dy- 
namischen Gleichgewichts abspielt. Zu erwiihnen sind hier noch Ar- 
beiten, welche die analog zu erwartende Reversibilitét der Reaktion 
nachgewiesen haben. 

Merino (1950) und Huff u. Mitarb. (1951) verfolgten in groésse- 
rem Ausmasse den Riickgang der Héhenpolyzythimie bei adaptierten 
Subjekten nach Versetzung ins Tiefland. In etwa 3 bis 4 Wochen nor- 
malisierten sich die Erythrozytenwerte; Merino vermutete dabei anhand 
der erhohten Urobilinogenausscheidung eine beschleunigte Blutmau- 
serung. Beachtenswert ist der geradlinige Abfall der Retikulozyten- 
zahl und auch der radioaktiv erfassten Eisenumsatzrate. Die plotzlich 
erhéhte Sauerstoffspannung scheint ihre bremsende Einwirkung auf 
die Erythropoese keineswegs -krisenartig auszuitben, wie es im um- 
gekehrten Falle der Mehranforderung geschieht. 

Teilweise erhellt dieses wohl auch die Befunde einer sich iiber Wochen hin- 
ziehenden Normalisicrungstendenz der Blutwerte nach den modernen Eingriffen 
bei Mb. coeruleus (Brinton 1951), wobci natiirlich das Trauma der Operation 
und die sich erst allmihlich vollzichende Kreislaufumstellung eine Verzogerung 


ebenfalls bewirken. 


Auch durch Transfusion experimentell induzierte Polyzythimie 
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Uber die Erythroblastenprolijeration 


scheint eine Hemmung der Erythropoese zu bewirken. Birkhill 
u. Mitarb. (1951) konnten bei Blutinfusion entsprechend 40 °/o 
des totalen Blutvolumens der Rezipienten (Studenten) eine anhalten- 
de Unterdriickung der Retikulozytenausschwemmung konstatieren. 3 
Wochen nach der Blutgabe war das Knochenmark hvpoplastisch und 
normale Blutwerte stellten sich erst nach geraumer Zeit wieder ein (4 
Monate). Die Blutmauserung soll wahrend dieser Periode nicht er- 
hoht gewesen sein. Jalavisto (1953) versuchte den errechneten tig- 
lichen Verschleiss an Erythrozyten durch tagliche Blutinfusionen beim 
Kaninchen zu ersetzen. Sie konstatierte dabei ein volliges Verschwin- 
den der Retikulozyten aus dem peripheren Blut. —— beim Weelassen 
der Infusionen stiegen diese sofort auf den normalen Wert wieder an. 
Auch Elmlinger u. Mitarb. (1952) konnten bei taglichen Blutga- 
ben an Ratten eine vollige Unterdriickung der peripheren Zeichen 
einer Blutregeneration (Retikulozyten. Eisenumsatzrate) demonstrie- 
ren. Der Shift im Eisenmetabolismus tat sich an einer entsprechend 
erhéhten Speicherung des Eisens in der Leber kund (Fe°’). 

Den dargelegten Wechselbeziehungen zwischen Sauerstoffspan- 
nung und Blutbildung entsprechen auch Befunde einer verminderten 
Erythropoese bei Hyperoxie. Campbell (1927. 1. 2. 1928) konnte 
bereits bei Ratten in einer hyperoxischen Atmosphiire eine Abnahme 
der Himoglobin- und Erythrozytenwerte darstellen, ferner konnten 
Boycott u. Oakley (1933) einen Retikulozytensturz bei Hyperoxie kon- 
statieren. Neulich haben auch Fried u. Mitarb. (1957) eine mias- 
sige Animie bei Hyperoxie experimentell hervorgerufen, die mii 
einer Verlangsamung des Plasmaeisenumsatzes einherging und somit 
auf eine Hemmung der Blutregeneration schliessen liisst. Ahnliche 
experimentelle Befunde liegen auch in Mitteilungen von Tinsley u. 
Mitarb. (1949), Colehour u. Mitarb. (1957) sowie Gyllensten u. 


Swanbeck (1959) vor. 


ZUR UBERGEORDNETEN STEUERUNG DER ERYTHROPOESE 


Sauersto/fmangel und Zelle. Die verstindliche Schlussfolgerung 
ailterer Forscher. der Mangel an Sauerstoff zwinge direkt die Zellen 
des Knochenmarks zu beschleunigter Proliferation, fand auch in Be- 


funden aus der neueren Zellforschung gelegentlich eine Stiitze. 











Carl Moller 


Es geniige hier, mit betontem Abstand von jedem Anspruch auf Autoritat, 
auf die Konzeption Warburgs (1920) der aeroben Glykolyse hinzuweisen. 
— eines Stoffwechseltyps zwischen aerober Atmung und anaerober Glykolyse, 
die Voraussetzung allen Wachstums sci. Ferner auf Untersuchungen tiber den 
Stoffwechsel bei Zellteilungen (O°Connor 1950) die, gerade fiir den Prozess de) 
Teilung, eine Arbeitsleistung auf niedrigerem Energieniveau als wiihrend der 
Ruhephase vermuten lassen. Lettré (1952) hat geradezu einen Atmungsstillstand 
wahrend der Teilung beschricben, und durch Anwendung von Atmungsgiiten bei 
Zellkulturen lebhafte zytoplasmatische Bewegung auslosen konnen. 

Der Leser sei auf die Darstellungen von Brachet (1950) und Haas (1955) 


hingewiesen, aus denen hier frei geborgt wurde. 


So unvolistandig wie unser Wissen tiber die auslosenden Ursachen 
der Zellteilur 


druckes nicht verwehren. als biete cine Hypothese des Sauerstoffmang- 


1g und des Wachstums noch ist. kann man sich des Ein- 
els als unvermittellen Stimulus der Proliferation doch kaum einen 
gangbaren Weg zur Losung dieser verwickelten Probleme. Besonders 
betreffs der in dieser Arbeit zur Debatte stehenden Erythroblasten- 
proliferation. ist eine Konzeption des anoxydotischen Teilungstriebes. 
wie sie noch Wagner (195-4) vorlegt. wahrscheinlich unrichtig. mége 


sie noch so sinnfiliig die oben dargelegten Bezichungen zwischen 


Sauerstoffangebot und Bluibildung erklaren. Es liegen namlich expe- 


rimentelle Befunde vor. welche gerade bei den ervthropoetischen Zel- 
len eine dem Sauersteftangebot entgegengesetzte Proliferationsrate 
leugnen. 

Rosin u. Rachmilewitz (1948) beschrieben bei in vitro Kulturen 
von Knochenmark ein verlangsamtes Wachstum der Kultur unter Hyp- 
oxie. wihrend die Applikation eines 50 °/0-igen Ovo-gasgemisches aul 
las Explaniat die Zellvermehrung nur anregte. Auch die Auszihlung 
der Mitosen je 100 Zellen schien bei Hypoxie weniger und bei Hyper- 
oxie mehr Teilungsfiguren zu ergeben. Noch tiberzeugender haben 
Astaldi u. Mitarb. (1952. 1. 2) speziell fiir die ervthroiden Zellen. mit 
Colchicin als Mitostatikum eine eindrucksvolle Herabsetzung der ka- 
ryokinetischen Aktivitit bet Sauerstoffmangel in vitro festgestellt. Dic 
verschiedentlich angefiihrten in vitro-Versuche von Warren (L941). 
die bei Hypoxie eine herabgesetztc Zellatmung der Erythroblasten 
darstellten. verlieren vielleicht. angesichts der oben dargelegten Ge- 
sichtspunkte. an Beweiskraft gegen eine direkte Hypoxiestimulation 


der Zellen. 


Versuche von Grant u. Root (1947) verdienen hier noch er- 
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Uber die Lrvthreblastenproliferation 


wahnt zu werden. Die Verfasser konnten bei Blutungsandémie gerade 
im fKnochenmark eine ganz normale Sauerstoffspannung ermitteln. 
was. zumindest fir die posthamorrhagische Regenerationssteigerung 
der Erythroblasten. einen lokalen hypoxischen Reiz ausschliesst. Eine 
entsprechende Mitteilung liegt auch von Berk u. Mitarb. (1948) vor. 

Sehr eindrucksvoll sind auch die Befunde Stohlmans u. Mitarb. 
(195-1) an einem Fall mit Ductus Botalli apertus und pulmonaler 
Hypertension. Der rechts-links Shunt unterhalb des Abganges der A. 
subclavia bewirkte eine schlechtere Oo-sattigung im Blut der unteren 
Korperhiilite. wobei die Untersuchung des aus der Crista ilica ge- 
wonnenen Marks tatsiichlich einen zellarmen. hyporegeneratorischen 
Befund ergab. wahrend das Sternalmark alle Zeichen einer lebhaften 
Erythropoese aulwies. 

Kin direkter Ansatz des hypoxischen Proliferationsstimulus an 
der Zelle scheint nach dem Angefiihrten ftir die Erythroblasten als 
widerlegt. So stellt sich die Frage nach einem tibergeordneten Prin- 
zip, das. dem Sauerstoffhedarf des Gesamtorganismus entsprechend, 
das Knochenmark beeintlusst. 

Befunde humoraler Transmission. Bereits 1906 datiert sich die oft 
zitierte Beobachtung Carnots u. Deflandres iiber einen humoralen 
Faktor. der in Serum von anamischen Tieren vorkommt und, injek- 
tionsweise auf normale Versuchstiere iibertragen. deren Blutbildung 
anregt. 

Sie nannten den hypothetischen Stoff “Hiimopoetin” — eine Bezeichnung 
lic nunmehr alleemein durch den mehr exakten Terminus *“Erythropoetin” er- 
setzt worden ist. Die verschiedentlich gebrauchte Mehrzahl ”Hamopoetine”’, 
“Erythropoctine” driickt priigsam die Unsicherheit aus, die sich aus den oft 
kontroversen Befunden ergibit, und die Méglichkeit verschiedener Stoffe offen- 


liisst. Fiir den deutschen Sprachgebrauch schlug Heinz (1920) die Bezeichnung 


“Blutaktole” yor. sie wird aber auch im deutschen Schrifttum nicht mehr ver- 
wendet,. 

Zahlreiche Fersceher haben sich seit 1906 mit der hochinteres- 
santen Entdeckung der beiden Franzosen beschaftigt. Ganz allgemein 
kann gesagt werden. dass die Reaktion auf Zufuhr von ”aktivem” 
Plasma nicht sehr stark ist. weshalb auch viele Untersucher, trotz ge- 
nauen Arbeitens. anfiinglich glaubten. die Existenz des humoralen 
Faktors ablehnen zu miissen. so u.a. Gerhardt (1910). Leffkowitz u. 
Leffkowitz (1926). Feenders (1936). ferner auch Gordon. der 1934 
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in gemeinsamer Arbeit mit Dubin zu einer negativen Stellungnahme 
kam. die er in neueren vorziiglichen Arbeiten (Gordon u. Mitarb. 
1954, 1955) allerdings griindlich revidiert hat. Andere Autoren 
wollten zwar einen beschleunigten Wiederersatz nach Blutverlus- 
ten durch injektionsweise Ubertragung des gesuchten Faktors 
festgestellt haben. wahrend normale Rezipienten keine Mehrbildung 
von Erythrozyten aufweisen sollten (Miller 1912. Forster 1924, 
Forster u. Kiss 1925). 

Von verschiedener Seite ist immerhin auch eine per injectionem 
zu erzielende iibernormale Steigerung der Erythrozytenwerte bei nor- 
malen Rezipienten festgestellt worden. so von Gibelli (1911). Nakao 
(1925). Sandor (1932). Loeschcke u. Schwartzer (1939). Bonsdorff 
u. Jalavisto (1948). 

Mehr vollstindige historische Uberblicke finden sich bei Grant u. Root 
(1952), Hirsjarvi (1953), Erslev (1955), Nordstrém (1957), Sacks (1958). 


Recht eindrucksvoll umging Reissmann (1950) die Schwierigkeit 
einer zulanglichen Dosierung von erythropoetisch aktivem Plasma, in- 
dem er parabiotische Ratten verwendete. eine Versuchsanordnung. 
derer sich auch bereits Beer (1942) bei seinen Untersuchungen iiber 
die neurohumorale Regulation des Blutes bedient hatte. Reissmann 
liess den einen Parabionten ein Gasgemisch mit erniedrigter Sauer- 
stoffspannung einatmen. Seine deutlichen Befunde einer humoral aus- 
gelosten Pleozytose des Partners sind zwar von Birkhill u. Mitarb. 
(1951) unter Hinweis auf eine Diapedese von Erythrozyten durch 
kapillare Anastomosen im Fell der zusammengeniéhten Tiere kriti- 
siert worden. Reissmann hatte jedoch diesen Fehler mit einkalky- 
liert. und so werden seine Versuche allgemein als gute Evidenz fiir 
das Existieren von Erythropoetin referiert. 

Auch die Mitteilungen von Erslev (1953). Erslev u. Mitarb. 
(1953) ferner Gray u. Erslev (1957). wo mit verhiltnismissig 
grossen Dosen yon Plasma animischer Donoren eine eindeutige Reti- 
kulozytose der Rezipienten dargestellt wurde. haben viele andere For- 
scher iiberzeugt und zu weiteren Untersuchungen angeregt. Nicht zu- 
letzt haben die erwahnten methodologischen Fortschritte der Isotopen- 
technik und der noch naher zu erérternden Sensibilisierung der Rezi- 
pienten durch Hypophysektomie und Starvation die Erythropoetin- 


forschung in den letzten Jahren stark angeregt. 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


Die Frage nach stofflichen Regulatoren des Gewebewachstums scheint auch 
fiir potentiell regenerationsfahige, perenne Strukturen Aktualitét zu ha} en. Teir 
(1944) stellte eine Mitosesteigerung der intakten Glandula orbitalis bei der 
Ratte nach Schiadigung der kontralateralen Driise fest, und schloss auf einen 
humoral tibertragenen Proliferationsreiz. Friedrich-Freska u. Zaki (1954) be- 
schrieben einen Plasmafaktor, der nach partieller Leberresektion voriibergehend 
auftritt, und auf normale Leberzellen einen mitosestimulierenden Einfluss iibt. 
Ferner beschrieben Ogawa u. Nowinski (1958) einen Plasmafaktor, der nach 
Uninephrektomie die mitotische Proliferation explantierten Nierenepithels in 
vitro organspezifisch stimuliert. Beobachtungen tiber mitosestimulierende Eigen- 
schaften homologer Organhomogenate, so von Leber (Teir u. Ravanti 1953, 
Blomquist 1957) und von Haut (Teir u. Mitarb. 1951) weisen darauf hin, dass 
im geschidigten Organ solche Stoffe freigesetzt werden kénnen. 

Der lokale Ursprung dieser Stoffe steht zwar gewissermassen im Gegensatz 
zu der einschligigen Konzeption des Erythropoetins als tibergeordneten Regler. 
Indessen blieb jedoch bisjetzt der Entstehungsort des Erythropoetins unaufge- 


deckt, trotz vieler diesbeztiglicher Experimente. 


Versuche zur Lokalisation der Erythropoectinbildung. In Uberein- 
stimmung mit den bereits erérterten negativen in vitro Versuchen mit 
Hypoxie, hat auch in vivo eine lokale Gewebsanoxie des Knochen- 
marks zu beschleunigter Blutregeneration nicht anregen konnen. Im- 
merhin liegt auch eine positive Beobachtung von Hetényi (1950) vor. 
und angesichts der bereits erwihnten ersten Feststellung von Carnot 
u. Deflandre (1906). dass neben dem Blut auch das Knochenmark 
anamischer Tiere einen aktiven Faktor enthalt. haben Erslev u. Lavie- 
tes (1954) die Erythropoetinbildung bei aniimischen Donoren un- 
tersucht. deren Knochenmark durch Senfgas geschidigt wurde. Sie 
konnten bei diesen Tieren nicht eine Interferenz der Knochenmarks- 
schadigung mit der Erythropoetinbildung konstatieren. Linman u. 
Bethell (1957. 1) haben das Markorgan durch Bestrahlung geschadigt. 
und dabei festgestellt. dass Erythropoetin. trotz der Ausschaltung des 
Knochenmarks. im Plasma nachzuweisen war. 

Wenn so das Markorgan selbst (und auch die radiosensiblen 
Strukturen des RES) als Bildungsort des Erythropoetins ausgeschlos- 
sen wurde. so hat man auch in anderen Organen eine Bildung der 
Substanz nicht bindend nachweisen kénnen. 

Versuche. die Milz als Entstehungsort von Erythropoetin darzu- 
stellen. wie sie Nakao (1925). Zih (1928). und spater Gley (1954) 
unternahmen. sind nicht iiberzeugend gewesen. Bock u. Frenzel (1938) 


meinten, die Milz sicher als Entstehungsorgan ausgeschlossen zu ha- 
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8] 


ben, da Ligation der Milzvene bei Kaninchen die Remission na 
Blutentzug und Hamolyse nicht beeinflussie. Rubenstroh-Bauer u. 
Maier (1952) konkludierten. nach anfangs erfoleversprechenden Ex- 
perimenten, dass die Rolle der Milz in Pezug auf das Erythropoctin 
doch sehr fraglich sei. 

Auch die Leber ist als Ort der Erythropoetinentstehung angenom- 
men worden. so von Villa u. Sala (1937). die eine Retikulozyten- 
reaktion nach Injektion von Plasma aus der V. hepatica beschrieben. 

Ebensowenig wie die letztgenannten Befunde. ist die Auffassung 
Gleys (1952) iiber den Thymus als Ort der Erythropoctinbildung von 
anderer Seite bestatigt worden. 

Untersuchungen tiber die Niere als Bildungsort von Erythropectin 
(Jacobson u. Mitarb. 1957. 1) verdienen vielleicht ein besonde- 
res Interesse im Hinblick auf die neulich nacheewiesene Aus- 
scheidung von Erythropoetin im Harn (flodgson u. ‘Poha 1 
Hodgson u. Mitarb. 1958) und vor allem durch die be\annten Be- 
obachtungen Forssells (1946, 1917. 1950) einer \ ergesellschaftung 
von Polyzythamie mit Hypernephrom und auch polyzystisch dege- 
nerierter Niere. die nach Enifernung des erkrankten Organs sich be- 
stehend zuriickbilden kann. 


Die schéne Versuchsanordnung, an der die Forschergruppe bei nephrekto- 


mierten Donortieren tatsichlich cine fehlende Erythropoctinbildunge hei son 
adaékvatem Stimulus (Blutung, Kobalt) aufzeigte, lasst erwarten. dass ein rena- 
ler Mechanismus bei der Erythropoetinbildung vielleicht doch in Zukunft besti- 


tigt werden konne. 


In methedologischer Hinsicht imponiert bei der erwalinten Arbeit die Rite! 
sichtnahme auf den “Kurzschluss” im Gesamtkreisloaf. der nach Entfermme 
eines parenchymatiésen Organpaares entsteht, das ja etwa '/s des \inutenvelu 
mens aufnimmt. Eine relative Plethora konnte sich dadurch vein kreislaufdyna 
misch entwickeln. die an sich schon die VTicre natiirlich refraktar gegen Blu 


verlust und Kobalt machen wiirde. Fntspreehende Korrektionen durch Blotent 
nahme vor der Stimulation, wie auch ein paralleler Versuch. wo 80° % 
sektion der Leber nicht mit der Erythrepoctinbildung interfericrie. widerlegten 
diese teoretischen Bedenken. Im Ubrigen schienen Entfernung von Nebennie- 
ren, Gonaden, Milz, Pancreas. Thymus. \lagen. Diinndarm in der gross angeleg- 
ten Versuchsreihe diese Orte als Bildner des Fryiliropoetins auszusehliessen. 
Extrakte der Nieren waren allerdings wirkungslos. 

Auch die screening-typische Arbeit von Gordon u. Mitarb. (1950! 
veranschaulicht das bisherige Scheitérn der Bemiihuneen um den 
1 


yersucn- 


Nachweis von Erythropoetin in verschiedenen Geweben. Sie 
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Uber die Ervthroblastenproliferation 


ten den Bildungsort des Erythropoetins durch Injektion von Extrakten 
aus Organhomogenaten von animischen und hypoxiebeeinflussten 
Tieren aufzudecken. Milz. Thymus. Lungen. Gehirn einschliesslich der 
vegetativen Zentren des Zwischenhirns erwiesen sich als wirkungslos. 
Auch Leberextrakte. bei denen Gordon in gemeinsamer Arbeit mit 
Piliero und Tannenbaum (1955) eine gewisse Wirkung vermutet hat- 
‘en, schienen keinen aktiven Faktor zu enthalten. Allein das Plasma 
fiihrte ihn. Sie konkludieren zwar vorsichtig. dass die Bildung des 
Faktors in einem der untersuchten Organe dadurch noch nicht mit 
Sicherheit ausgeschlossen sei. denn das Organ brauche ihn ja nicht 
zu speichern. eine Moéglichkeit. die fiir die negativen Befunde an 
Nierenextrakien der Jakobssonschen Forschergruppe auch in Betracht 
zu ziehen ist. 

Angesichts der Tatsache. dass Erythropoetin, ausser natiirlich am 
Erfolgsorgan seiner Wirkung bisher nur im Plasma nachgewiesen 
wurde, verdient die Auffassung von Hirsjirvi (1953). das Blut selbst 
konne den Stoff bilden. alle Auimerksamkeit. Sie beobachtete eine 
lange anhaltende Steigerung der Erythrozytenwerte nach Anlegen 
eines Tourniquet an einer Extremitat. auch konnte sie eine gewisse 
erythropoesestimulierende Wirkung von Plasma nachweisen. das. 
noch ungetrennt von den BlutkSrperchen. unter erniedrigtem Sauer- 
stoffdruck in vitro gehalten worden war. 

Kinard u. Ellis (1949) konnten allerdings nicht bei einer entsprechenden 
Versuchsanordnung mit Hunden als Testtiere positive Pefunde erheben. Hierbei 
ist jedoch zu beachten, dass Hirsjirvi in ihren Arbeiten feststellen konnte, dass 
Blut mit primir niedriger Retikulozytenzahl nicht den erythropociisch aktiven 
Faktor bei Sauerstoffmangel in vitro entwickelt. Da die Retikuwlozvtenzahlen 


beim Hunde normaliter sehr niedrig sind. konnten d 
nards u. Ellis’ hierdureh erklirt werden. Bestitigende Mitteilungen Jiegen  je- 


denfalls von Jalaviste (1953) und von Hirsjiarvi selbst aufgrund spiéterer Un- 


ie negativen Resultate Ki- 


tersuchungen (1955. 1958) vor. 

Endokrinologische Gesichtspunkte. Wie die besprochenen Versu- 
che zur Lokalisation der Erythropoetinbildung in den verschiedensten 
parenchymatésen Organen. sind auch diesbeziigliche Untersuchungen 
der endokrinen Driisen bisher nicht tiberzeugend ausgefallen. Kurz er- 
wihnt seien hier Untersuchungen der Thyreoidea (Nakao 1925. Voll- 
mer u. Mitarb. 1942. Nizet 1948). der Nebennieren (Gordon u. 
Piliero 1950. Marinone u. Mitarb. 1956) und auch der Gonaden 


(Kennedy u. Gilbertson 1957). Wenn die Untersucher auch verschie- 
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dene Beziehungen der Driisen zu der Blutregeneration darstellten. so 
diirften die Versuche doch nicht eindeutig das wirkliche hypoxdami- 
sche Erythropoetin betreffen. Dasselbe gilt wohl auch fiir die Befunde 
von Contopoulos u. Mitarb. (1953) tiber einen erythropoesestimu- 
lierenden Hypophysenfaktor. 

Bedenkt man der mannigfachen Beziehungen zwischen verschie- 
densten Wirkstoffen und Bedarfsstoffen. welche den gesamten Meta- 
bolismus des erythropoetischen Organs teils spezifisch (Biz. Folsaure, 
Eisen, Kupfer ete.). teils unspezifisch (Wachstumshormon. Thy- 
reoideahormon. Zuckerregulation. Aminoséuren etc.) beeinflussen 
miussen, so ergibt sich die Schwierigkeit eine endokrine Driise als Ort 
der Erythropoetinbildung eindeutig zu definieren. Nicht ein Metabolit 
oder eine unspezifische Hormonwirkung wird gesucht. sondern ein 
spezifischer Regulator, dessen Wirkung sich allerdings nicht an mor- 
phologischen Charakteristika manifestiert. 

Neurohumorale Transmission? Unter diesen Gesichtspunkten las- 
sen wohl vorerst die neuerlich von Komyia (1956) zusammengestell- 
ten Ergebnisse zahlreicher japanischer Untersuchungen iiber die neu- 
rohumorale Regulation des Blutes keine endgiiltige Stellungnahme zu. 
Leber und Milz (sic) sollen die Bildungsorte von Erythropoetin, 
aber auch von einem Hemmunegsfaktor. dem “Andmiestoff”. sein. je 
unter der Einwirkung des Sympathicus dort. des Parasympathicus 
hier. Letzten Endes ist dabei das Tuber cinereum der zentrale Ort der 
Reizbildung. wobei der Faserverlauf experimentell via Vaguskern und 
zehntem Hirnnerven. bzw. bestimmten Rami communicantes und vis- 
zeralen Verzweigungen des Grenzstranges. am Erfolgsorgan nachge- 
gangen worden ist. 

Von anderer Seite ist auch eine direkte Stimulation der Eryth- 
ropoese mittels des Sympathicus postuliert worden. nachdem eine 
autonome Innervation des Knochenmarks beschrieben worden war 
(Schoen 1925). Es liegen aber viele kontroverse Mitteilungen vor. 
Edmunds u. Nelson (1925) beschrieben eine Polyzythamie mit Zei- 
chen gesteigerter Erythropoese nach Reizung des N. ischiadicus bei 
Hunden. und auch nach Injektion von Adrenalin. Zeichen gesteigerter 
Erythropoese wurden ebenfalls von Papilian u. Jianu (1927) sowie 
Davis u. Sichel (1941) und Davis (1942) ferner Davis u. Harris 
(1942) nach Verabreichung von Sympathicomimetika notiert. Scha- 


fer 1942. 1945) beschreibt eine Polyzythiimie nach Vagusresek- 
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tion. die sich nach darauffolgender Sympathicektomie zuriickbildet. 
Schilling (1951) konnte diese Befunde nicht bestatigen. Morikawa 
(1938) war wiederum zu einer entgegengesetzten Auffassung gekom- 
men: Ein parasympathischer Reiz wirke sich funktionssteigernd, ein 
sympathischer Reiz funktionsherabsetzend auf das himopoetische 
Mark aus. Neuere Experimente von Grant u. Root (1953) haben bei 
sympathicektomierten Hunden keine Veranderung der Hypoxieein- 
wirkung auf die Erythropoese erwiesen. Auch die Regeneration nach 
Blutentzug ist. trotz vollstindiger Entfernung des Grenzstranges. 
ungestort geblicben (Orahovats u. Root 1951). 

Auch betreffs Mitteilungen tiber vegetative Hirnzentren, deren 
Reizung experimentell eine Steigerung von Retikulozyten- und Eryth- 
rozytenwerten hervorruft (Schulhof u. Matthies 1927, Heilmeyer 
1933. Wespi 1944, Linke 1958 u.a.) blieb bisjetzt viel Unklarheit. 
da hier ebenfalls das Manko verschiedenster sekundirer Effekte 
besteht (Grant u. Root 1952). Hortling (1948) konkludiert aus 
seinen eigenen Experimenten und aufgrund seiner sehr eingehenden 
Literaturstudien. dass die Rolle des ZNS in Bezug auf die Blutrege- 
neration sehr fraglich sei. 

Die Rolle der Hypophyse. Wenn auch wahrscheinlich nicht im 
Sinne lokaler Erythropoetinbildung, scheint die Hypophyse indirekt 
auf das Vorkommen dieser Substanz einzuwirken, indem sie als tiber- 
geordneter Regler des Gesamtmetabolismus auch den Sauerstoffbedarf 
des Organismus bestimmt. Meyer u. Mitarb. (1940). Vollmer u. 
Mitarb. (1942). ferner Crafts u. Meineke (1946) hatten die 
Animie nach Hypophysektomie als eine Folge des erniedrigten Ge- 
samtmetabolismus vermutet. Die Forschergruppe Fried. Plzak. Ja- 
cobson u. Goldwasser griff auf diese Konzeption zuriick (Fried u. 
Mitarb. 1956. Jacobson u. Mitarb. 1957.2). Es herrsche nach Hy- 
pophysenentfernung ein Zustand “relativer Polyzythimie”. deren 
markhemmende Wirkung bereits im Zusammenhang mit Transfu- 
sionsversuchen und Hyperoxie erértert wurde: Dem_ erniedrigten 
Gesamtmetabolismus geniige ein geringeres Sauerstoffangebot, wes- 
halb die an sich normalen Blutwerte kurz nach der Hypophysektomie 
als relativ “zu hoch” aufgefasst wurden, und folglich. durch Hem- 
mung des Knochenmarks (Meineke 1956), die bekannte Anadmie 
nach Entfernung des Hirnanhanges sich bald einstelle. Es erwies 


sich nun, dass hypophysektomierte Tiere besonders dienliche Rezi- 
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pienten bei Testen der Erythropoetinwirkung durch Injektion dar- 
stellten. Die Verfasser verwenden hauptsiichlich die Vethode des ra- 
dioaktiv verfolgten Kisenumsatzes. Die Depression der Erythropoese 
bei Starvation (Rigdon u. Mitarb. 1955) soll ebenfalls auf den Nen- 
ner eines erniedrigten Gesamtmetabolismus zu bringen sein. und 
kann auch in obigem Sinne verwertet werden. 

Neben der Entwicklung eines recht zuverlissigen Testverfahrens 
(etwa 4 bis 5 mal empfindlicher als die bisher tiblichen). brachte die 
Arbeit des Teams auch den Gewinn. eine grundlegende Frage der hu- 
moralen Steuerung der Erythropoese zu beantworten. Das Erythropoe- 
tin ist nicht nur ein unter abnormen Verhiltnissen eintretendes Stimu- 
lans, sondern kann wohl als der normale Regulator zwischen Gesamt- 
metabolismus und Blutbildung definiert werden. dessen quantitative 
Abhangigkeit vom Sauerstoffangebot tibrigens neulich von Stohlman 
u. Brecher (1957.1) dargestellt worden ist. Bei erniedrigtem Vetabo- 
lismus nach Hypophysektomie und bei Starvation kommt der Faktor 
nur in sehr geringen Mengen vor. daher die akzentuierte Reaktion 
auf Zufuhr eben dieses Faktors. 

Auch Transfusionen an normale Rezipienten vermindern ihren 
normalen “Erythropoetinspiegel”. analog wie Medici u. Mitarh. 
(1957) bei klinischen Versuchen eine Herabsetzung der eryvthropoese 
stimulierenden Kigenschaften des Plasmas nach Blutgabe beschrieben 
haben. Neulich haben auch Gurney u. Pan (1958) eine Sensibili- 
sierung der Rezipienten durch vorangehende intraperitoneale Blat- 
gabe (Transfusionspolyzythimie) demonstriert. Jacobson u. Gold 
wasser (1957) formulieren diese Beziehungen foleendermassen: 

“The rate of erythropoiesis. as determined by the quantity of cir- 
culating erythropoietin. depends on the relationship of QO. supply to 
O» demand rather than on either factor acting alone.” 

Diese Konzeption hat seitdem weitgehende Bekraftigune in det 
einschlagigen Literatur erfahren. und bedeutet einen entschiedenen 
Fortschritt fiir die Erforschung der humoralen Steueruny der Eryth- 
ropoese. Das Erythropoetin steht offenbar im Dienst der physiologi- 
schen Stoffwechselregulation. Bei Kaltbliitern ist. entsprechend ihrer 
grosseren Schwankungsbreite des Metabolismus. auch kein Frythro- 
poetineffekt nachgewiesen worden (Altland u. Thompson 1958). 
Unter diesen Gesichtspunkten scheint auch ein Vorkommen erhohter 


Mengen von FErvthropoetin nach erreichter Adaptetion an Sauerstoff- 
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Uber die Erythroblastenproliferation 
mangel. also bei manifester sckundiirer Polyzythamie. keineswegs als 
lechthin gegeben. 
Loeschke (1950) beschreibt auch eine Ervthropoetinwirkung im 
Serum bei Menschen nach §-tigigem Héhenaufenthalt. die nach 4 
Wochen Akklimatisation wieder fehlte. Biber (1957) hat erneut die- 
sen Gegenstand untersucht, und hierbei am 4. Tage im Gebirge eine 
maximale Erythropoctinwirkung des Plasmas konstatiert (zur Zeit des 
Retikulozvtengipfels). wihrend nach 8 Tagen sich der Effekt nicht 
mehr nachweisen liess. Mirand u. Prentice (1957) meinen schliess- 
lich. die Erythropoctinwirkung erreiche sehr schnell ihren Gipfel (in- 
nerhalb von 24 st) um nach 2 Tagen wieder auf normale Konzentra- 
ition abzusinken. 

Versuche zur Reingewinnung von Erythropeetin. Die Erforschung 
hig 


der chemischen enschalten des Ery thropoetins hefindet sich gegen- 
wirtig in vollem Fluss. nachdem die beschriebenen verfeinerten Test- 
methoden und Experimentanordnungen der Carnot und Deflandre- 
schen Entdeckung mehr allgemeine Anerkennung verschafften. Aus 
verschiedenen Befunden der dicsbeziiglichen Forschung erstellen sich 
Gesichtspunkte auf den Wirkungsmechanismus der hu- 


auch gewisse 


moralen Steuerung am Erfolesorgan. weshalb in Kiirze eine etwaige 


Ubersicht hier am Platze erscheint. 

Vorwee sei bemerkt. dass die Annahme von Verzar u. Mitarb. (1933) sowie 
von Vannotti u. Markwaider (1939). eine initiale Himolyse gibe bei Hypoxie im 
cesteigerten Serumbilirubin den adiikvaten Reiz fiir die beschleunigte Blutbildung 
ab. heute kaum mehr verfochten wicd. Heilmeyer (1951) bestreitet tiberhaupt eine 
beschleunigte Eryihrokatherese bei Sauerstoffmangel, und auch eine etwaige 
Anhiufune von Bilirubin weeen eestirter Elimination scheint nach den Unter- 


whungen von Jalavisto u. Mitarb. (1953) nicht stattzuhaben. Ausserdem haben 


f 


Buizeneeiger u. Lange (1952) experimentell nachgewiesen. dass die Gallenfarb- 


stoffe wahrseheinlich keine erythropoctische Wirkung entfalten. Offenbar ist 


der Faktor auf anderer Basis zu suchen. 


Carnot u. Deflandre (1906) beschrieben bereits ihren Faktor als thermosta- 


ri 


hil (60° ©) cin Befind der. in der damaligen serologischen Terminologie 


seinen “Charakter cines Komplementstoffes” ausschliessen liess. Miiller (1912) 


tellte Aktivitit aueh nach Erhitzen auf 100° fest. Eine Inaktivierung des Ery- 


thropeetins durch Ov-persufflation wurde von Klingelbiffer (1948) und Doéring 
u. Loeschke (1949) besehrieben, was von den Verfassen, vielleicht etwas vor- 
1 


eilig, mit der physiologischen Tnakiivierung 7.B. nach Aussetzen des Hypoxie- 


reizes in Zusammenhane gestellt wurde. Bei zahlreichen Untersuchungen der 


letzten Jahre. die cine Koktostabilitit des Stoffes mit einigen Einschrankungen 





hestiticten. scheint ein Sauerstoffahschhi jedenfalls keine dominante Rolle 
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gespielt zu haben, obwohl Toha u. Mitarb. (1955) und Biber (1957) eine ge- 
wisse Abnahme der Aktivitét nach Sauerstoffeinwirkung beschricben. 

Auf eine makromolekulare Struktur des Stoffes schlossen Erslev u. Lavietes 
(1954), die im Dialysat keine Aktivitét vorfanden. Sie nahmen an, es kinne 
sich um ein Polypeptid handeln, eine Auffassung, die auch Slaunwhite u. Mitarb. 
(1957) teilen. Neulich haben auch Piha u. Mitarb. (1959) darauf hingewicsen, 
dass im Dialysat keine Aktivitaét vorliege, gemessen an dem C}4-einbau in das 
Hamoglobin. Andere Autoren haben die Aktivitét an ein koktostabiles Mukopro- 
tein kniipfen wollen, worauf sie u.a. aufgrund der Toluidinblaumetachromasie 
und des elektrophoretischen Verhaltens der als aktiv nachgewiesenen Substanz 
des Plasmas und auch des Harns schlossen (Marcette-Boy u. Mitarb. 1956, Gordon 
1957, Rambach u. Mitarb. 1957, 1958 1, Winkert u. Mitarb. 1958, Grant u. Mit- 
arb. 1958). Werner (1949) wies allerdings bereits darauf hin, dass die nach Blu- 
tung im Plasma vorkommenden Mukoproteine wohl mit dem Ersatz verlorener 
Plasmaproteine zu tun hiatten, nicht aber mit der Erythrozytenneubildung, weil 
die Mukoproteine auch trotz sofortiger Reinfusion der Blutkérperchen nach expe- 
rimentellem Blutentzug sich auffinden liessen. Lowy u. Mitarb. (1958 1, 2) nah- 
men an, dass die aktive Substanz. obwohl in der Mukoproteinfraktion enthalien, 
auch unabhangig vorkommen kénne. Neulich haben Rambach u. Mitarb. (1958, 
2) die Neuraminsaure als “aktive Gruppe” eines von ihnen dargestellten erythro- 
poesesteigernden Mukoproteins postuliert. 

Im Gegensatz zu Erslev u. Lavietes, fanden-Toha u. Mitarb. (1955) sowie 
Hodgson u. Mitarb. (1957) auch im Dialysat Aktivitét vor; die Substanz war 
ausserdem léslich in Azeton. Gley (1954) konstatierte entsprechend Aktivitaét in 
Lipoidextrakten von erythropoetisch aktivem Plasma. Auch Linman u. Bethel 
(1956, 1957 1, 2) fanden die Substanz léslich in Ather, und schlossen auf ein 
Lipoid. 

So kontroverse Befunde sind gewiss auf Verschiedenheiten der Untersu- 
chungsmethoden zuriickzufiihren. So fanden z.B. Stohlman u. Brecher (1957, 2) 
keine Aktivitaét im einfachen Plasmadekokt. wiihrend sie sich nach Konzentra- 
tion durch Eindampfung doch noch nachweisen liess. Auch die Testmethoden 
differierten, sodass negative Resultate z.B. bei Verwendung von weniger sen- 
siblen Rezipienten noch nicht als bindend betrachtet zu werden brauchen. Fer- 
ner muss auch die Grésse der jeweiligen Dosierung bei den Injektionsversuchen 


eine Rolle gespielt haben. 


Durch einen Vergleich der Literaturangaben. kamen Linman 
u. Mitarb. (1958) zu der Auffassung. dass der von ihrer For- 
schergruppe (Linman u. Bethell 1956. 1957. 1. 2. Linman u. Long 
1958) dargestellte atherlésliche Faktor sich in seiner Wirkune nicht 
mit den beschriebenen Wirkungen von unbehandeltem Plasma oder 
grossmolekularen Fraktionen desselben deckte. Sie fanden namlich 
eine Zellvermehrung mit Mikrozytose und kaum verindertem Hémo- 


globingehalt nach Zufuhr des vermeintlichen Lipoids. wiihrend eine 
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Steigerung des Hamoglobingehalts und vor allem des Eisenumsatzes 
(Fe”’) im allgemeinen nach Zufuhr von unbehandeltem Plasma oder 
des Riickstandes nach Lipoidextraktion verzeichnet worden war. Wie 
nun Tei (1938) bereits 2 verschiedene Faktoren. ein Protein und 
ein Nicht-protein vermutet hatte, und weiterhin der Befund waa. 
StohImans u. Brechers (1957, 2) einer teilweisen Inaktivierung durch 
Proteinausfallung fiir die Ausschaltung des einen Faktors sprechen 
kénnte, so kamen Linman, Bethell u. Long zu folgender Hypothese: 

Ein grossmolekularer. relativ hitzelabiler Stoff. wahrscheinlich 
von Protein- oder Polypeptidnatur rege vor allem Stromwachs- 
tum und Hamoglobinisierung an, wahrend ein hitzestabiler. ather- 
loslicher Stoff die Zellvermehrung durch Erythroblastenmitosen  sti- 
muliere; —— dieser sei wahrscheinlich ein Lipoid. Reifung und Proli- 
feration seien somit nach den Verfassern an verschiedene Katalysa- 
toren gebunden. 

Diese Auffassung kann jedoch nicht ohne weiteres hingenommen werden, 
wenigstens nicht beziiglich der Thermolabilitét des "Reifungsfaktors”. Borsook 
u. Mitarb. (1954) stellten naémlich auch nach Kochen und Essigséureprazipita- 
tion des Plasmas einen Hamoglobinanstieg parallel zur Erythrozytenvermehrung 
bei ihren Injektionsversuchen fest, ferner untersuchten Rambach u. Mitarb. 
(1957) ihre thermostabile Fraktion namentlich auf beide Qualititen hin: Sie 
steigerte sowohl den Eisenumsatz (Fe®®) als Ausdruck der Reifung wie auch den 
Phosphoreinbau in die Nukleinsiuresubstanz (P?*) als Ausdruck der (mitoti- 
schen) Proliferation. Auch Lowy u. Mitarb. (1958, 2) stellten fest, dass ihre 
aktive thermostabile Mukoproteinfraktion sowohl beschleunigten Fe°9-umsatz als 
auch Retikulo- und Erythrozytose ausliste. Immerhin verdient die Hypothese 
Beachtung. und Methoden zur Erfassung der Zellvermehrung sollten gerne neben 
dem “Schnelltest” auf Erythropoetin mit Fe®® mit herangezogen werden. 

Im Zusammenhang mit erythropoetischen Substanzen sollte vielleicht noch 
der in vitro nachgewiesene Retikulozytenreifungsfaktor von Plum (1942, 1943) 
erwihnt werden. Im Plasma normaler Donoren soll er eher mit niedrigeren Re- 
tikulozytenwerten korrelieren (eben wegen der beschleunigten Reifung), wah- 
rend bei gesteigerter Blutregeneration auch unbeschadet hoher Retikulozyten- 
werte der Stoff sich deutlich verstiirkt auswirkt. 

Ansitze zur klinischen Verwertung. Wenn auch die experimen- 
telle Abklarung der Erythropoetinfrage bisjetzt noch durchaus un- 
vollstiindig blieb, sind indessen vereinzelte Versuche unternommen 
worden. die Pathogenese einiger hamatologischer Krankheitsbilder un- 
ter diesen neuen Gesichtspunkten zu penetrieren. 

Bei der Polycythaemia rubra vera ist eine pathologisch gestei- 
gerte Erythropoetinbildung vermutet worden. Neulich haben Appels 
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u. Keller (1958) anhand von Injektionsexperimenien im Plasma ei- 





nes Patienten mit dem Mb. Osler-Vaquez Erythropoctinwirkung auf 
normale Rezipienten nachweisen wollen. 


Van Dyke u. Mitarb. (1957) untersuchten den | 


i 

larn von 
Patie , Ia s vanl- Apa, eS iad eA litte: oe: | - 
atienten. die an aviastiscner Anamte iiten. und tanden 
bei eine exzessive eryvthropoetische Aktivitit. was eine fehlende Eryth- 
ropoetinbildung fiir diese Fille als pathogenetisches Prinzip un 
wahrscheinlich machte. Auch von Gurney u. Mitarb. (1957) 
liegen einige klinische Beobachtungen vor. Sie beschrieben eindeutige | 
Erythropoetinwirkung im Plasma von Patienten mit aplastische: 
Anamie (3 Fille). Mb. Biermer (1) Fall). hamolvtischer An‘imic 

(1 Fall). chronischer granulozytirer Leukdmie (5 Fille). subakuter 
granulozytérer Leukimie (1 Fall}. “Vib. Hodekin mit himolytischer 
Anamie” (1 Fall) und. erwarteterweise. chronischer Blutungsaniimic 


(1 Fall). Keine erythropoetische Aktivitét (gemessen am F'um- 
satz) wiesen unerwarteterweise 3 fille “sekundirer Andmie” auf: 


Bei Magenkarzinom. bei Insularzellenkarzinom des Pankreas (iiber 


etwaige Metastasen keine Angabe). ferner bei chronischer Glomeru- 
lonephritis. 1 Fall von Sichelzellaniimie sowie je 1 Fall von chroni 
scher und subakuter Leukamie und ferner } Fall von plasmozvitivem 
Myelom schienen den Faktor. trotz ausgesprochenen Blutmangels 


nicht im Plasma zu fiihren. 


r > V7 7 T ; . . . . ' . ‘ ’ | 
Zur Rolle des Kobalt. Ais einzige nicht physiologische Substanz. | 
die tatsachlich eine Polyzythimie bei Versuchstieren (Waltner 


Waltner 1929. Mascherpa 1930) und auch beim Menschen (Davi 
u. Fields 1958) zuwege bringen kann. diirfte das Kobalt j 


scher Form oder auch als zweiwertigem Kobaltien (Kebalinitrat) 


angefiihrt werden. Es erlangte bekanntlich in « 


bereits die Stellung eines Adjuvans bei cisenres 


er klinischen Prawis 


t ? 
stenten. hivpochromen 


Anamien. weshalb Berichte iiber den Wirkunesmechanismus des 


Stof- 
fes hier interessicren. 

Barron u. Barron (1936) nahmen bereits. aufgrund ihrer Unter 
suchungen an Co-behandelten Erythrozyten. cine Interferenz des Ko- 
balts mit der Zellatmung an. —- cine Feststellung. die von biochemi- 
scher Seite (Weissbecker u. Maurer 1947 u.a.) Bekraftigung fand. 
Wahrscheinlich ist eine Blockierung der Enol- und Sulfhydrvlgruppen 
; t 


bei den Atmungsfermenten fiir eine \erminderune ihres Redoxpoten- 


Bae 1Q 3 - : ‘ 
cicero 1918). Bei einen solchen 


tials verantwortlich (Orten u. Bu 
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Zustand der “Arcdoxie’” kénnte der Sauerstoffmangel im Gewebe. 
analog den mehr bekannten Formen der hypoxischen oder hypoxa- 
mischen Hypoxie, der ausschlaggebende Umstand ftir die Ausbildung 
einer Polyzythaimie sein. Entsprechend liegen auch experimentelle 
Beobachtungen vor. welche nach Kobalt einen Erythropoetineffekt 
des Plasmas ergaben. natirlich unter Ausschluss einer Kobaltiiber- 
tragung auf die Rezipienten (Goldwasser u. Mitarb. 1957. 1958). 
oder wenigstens nach Versetzen des Kontrollplasmas mit aquivalen- 


ten Mengen von Co (Brown u. Meineke 1958 


Die Konzeption des Kobalt als einen exogenen Mediator der 
Erythropoetinbildung riickt die bisher gesammelten  klinischen Er- 
fahrungen iiber Kobalt in den Forschungsbereich der humoralen 
Steucrung der Erythropoese. deren Wiedergabe hier jedoch ausser 


den Rahmen der Darstellung fallt. 


Man moéchte gerne aus den Bemiihungen zur Erforschung der 
Erythropoctine neue Wege fiir die Hamatologie erwarten. Indessen 
blieben aber noch manche grundlegenden Fragen unvollstandig abge- 
klirt. so z.B. das histologische Geschehen bei hypoxischer. hamor- 
rhagischer oder durch Erythropoetin tibertragener Stimulation des 


erythropoetischen Organs. 


DAS KNOCHENMARK BET BESCHLEUNIGTER REGENERATION 


Histologische Bejunde. Die oft subtilen Deduktionen. die sich aus 
Verinderungen im peripheren Blut z.B. bei Hypoxie und nach Blu- 
tungen auf den jeweiligen Funktionsstand des Markorgans ergaben. 
entbehrten oft der Bestatigung durch direkte histologische Befunde. 
Tatsichlich entzieht sich auch der Ablauf eines so physiologischen 
Geschehens weitgehend der Beobachtung. da ja ein morphologischer 
Niederschlag im Sinne verainderter Zellstrukturen des Knochenmarks 


in erster Hand nicht zu erwarten ist. 


Immerhin haben sich verschiedene Forscher um das Erfassen von 
Veriinderungen am himopoetischen Organ bei Hypoxie wie auch 
wiihrend der Regenerationsperiode nach Blutungen bemiiht. Loewy u. 
Miller (1904) berichteten bereits tiber eine Hyperplasie des ”roten 


Marks” bei Sauerstoffmangel. wobei sie die Gussere Schicht des roten 
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Marks als dicker und mehr rote Blutkérperchen enthaltend beschrie- 
ben. Wahrscheinlich lag hier der Befund einer erythroiden Mark- 
hyperplasie vor, wie sie durch zahlreiche spiitere Untersucher mit 
einer gesteigerten Erythropoese korreliert worden ist. 

Versuche. die mengenmiassige Verteilung der verschiedenen 
Erythroblastenstufen untereinander zu erfassen, haben hingegen sehr 
abweichende Befunde ergeben. Bei bestehender Hypoxie (Héhen- 
polyzythamie) stellten Merino u. Reynafarje (1949) hauptsichlich 
eine Vermehrung der Normoblasten fest, — der Befund war jedoch 
keineswegs konstant. denn vereinzelt kam auch eine Vermehrung 
gerade der unreifen Formen vor. Saathoff (1950) wiederum stellte 
(bei Meerschweinchen) nach Adaptation an tlypoxie entsprechend 
einer Hohe von 2500 bis 5000 m eine hauptsichliche Zunahme der 
unreifen Erythroblastenformen dar. Ahnliche Angaben finden. sich 
auch bei Huff u. Mitarb. (1951) anhand von Adaptationsversuchen 
an Menschen in den Peruvianischen Anden. Die erythroide Hyperplasie 
mit Linksverschiebung war, wie erwartet, reversibel. und verschwand 
bei Zuriickversetzung in Meereshohe innerhalb von 8 Tagen. Nach 
relativ kurzdauernder Hypoxieeinwirkung auf Ratten, stellten Jacob- 
son u. Mitarb. (1948) eine ausgesprochene Vermehrung gerade der 
reiferen erythroiden Elemente fest. worin sie eine Erklirung fiir die 
hamatologische Radioresistenz solcher Tiere suchten: Trotz karyo- 
kinetischer Mehraktivitaét sei das erythroide Organ aufgrund seiner 
mehr reifen Zusammensetzung weniger strahlungsempfindlich. Fine 
ahnliche Mitteilung, auch mit Vermehrung der reiferen erythroiden 
Elemente. liegt von Schack u. McDuffee (1949) vor. 


Eine solche Interpretation der Radioresistenz im Sinne des Bergonié-Tri- 
bondeauschen Gesetzes ist natiirlich sehr indirekt. Man erinnere sich der Be- 
funde anderer Forscher (Anderson u. Turkowitz 1941), nach denen ein Sauer- 
stoffmangel iiberhaupt mit der gewebsschaidigenden Wirkung_ ionisierender 
Strahlen interferiert. Lacassagne (1954) sucht die Erklirung in einer Ab- 
schwachung sekundarer Oxydationsvorgiinge, die sonst wesentlich an der dele- 
taren Wirkung post irradiationem beteiligt seien. 

Allgemein kann gesagt werden dass, wo Untersuchungen sowohl 
bei chronischer wie auch bei akut cinsetzender Hypoxie vorgenom- 
men wurden, das Interesse mehr am Erfassen der peripheren Blut- 
werte gelegen hat. Hurtado und auch Barcroft z. B. unternahmen bei 


ihren klassischen Untersuchungen iiberhaupt keine Biopsien. Wo bei 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


friheren Autoren medullare Ausstriche angefertigt wurden, lagen im- 
merhin die signifikanten Befunde einer erythroiden Hyperplasie vor, 
wenn auch mit divergierenden Ergebnissen betreffs der Haufigkeits- 
verteilung innerhalb des Erythrons, was vielleicht teilweise aus Ver- 
schiedenheiten des Materials (chronische bzw. akut einsetzende Hy- 
poxie — bei letzterer noch Variationen im Zeitpunkt der Probeent- 
nahme) zu erklaren ist. Der Versuch, die Befunde fiir eine Verstand- 
lichmachung des histiomechanischen Ablaufs der Erythropoesesteige- 
rung zu verwerten, erscheint sehr schwierig. 

Ahnliches kann von den, allerdings auf bedeutend breiterer Basis 
durchgeftthrten Untersuchungen tiber die morphologischen Veran- 
derungen des Knochenmarks nach Blutungen gesagt werden. Vollig 
negativ fielen die Beobachtungen Nordensons (1935) an einem kli- 
nischen Material aus: Er konnte iiberhaupt keine Vermehrung der 
erythroiden Elemente post haemorrhagiam konstatieren. Markoff 
(1937) betonte anhand seines klinischen Materials eine Inhomoge- 
nietat der Knochenmarksbefunde nach Blutung, was jedoch durch die 
besonders materialreiche Arbeit Forssells (1939) eine sinnfallige 
Erklarung bekam: Durch zeitlich verschiedene Probeentnahmen 
konnte er gegeniiber dem voéllig normalen Befund gleich nach der 
Blutung innerhalb von 4 — 7 — 21 Tagen eine sukzessiv sich voll- 
ziehende Markhyperplasie mit Ubergewicht der unreiferen erythroi- 
den Elemente feststellen. 

Die klinische Arbeit Forssells gleicht in ihrer Exaktheit fast dem 
physiologischen Versuch, und so sind seine Ergebnisse auch in guter 
Ubereinstimmung mit Forschern, welche die posthamorrhagische 
Regeneration am Knochenmark mit allen Vorteilen des Tierexperi- 
ments untersuchten. Rohr (1940) zitiert Arbeiten von Istomanowa. 
die hierbei ein Uberwiegen erythroider Elemente bei ausgesprochener 
Hyperplasie des sonst sehr zellarmen Rippenmarks bei Kaninchen 2 
Tage nach Blutentzug feststellte. In ihren Praparaten waren die un- 
reiferen Elemente vorherrschend, und sie notierte auch zahlreiche 
Mitosen gerade in dieser Gattung. 

Entsprechend der bereits erdérterten hemmenden Einwirkung von experi- 
mentell erzeugter Infusionspolyzythimie auf die Erythropoese, haben Birkhill 
u. Mitarb. (1951) eine Hypolasie des erythroiden Organs nach _ reichli- 
cher Blutinfusion an normale Rezipienten beschrieben. Auch die Arbeit 


von Marinone u. Corso (1955) kann hier erwahnt werden: Nach Hypophysek- 
tomie sank innerhalb von 10 Tagen die Mitoseaktivitaét der Erythroblasten auf 
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etwa 13 des Normalen — wohl eine Folge der erérterten “relativen Polyzytha- 


mie” im Verhaltnis zum erniedrigten Gesamtmetabolismus. 


Bei humoral tibertragener Steigerung der Erythropoese sind auch 
gelegentlich Knochenmarksbefunde erhoben worden. Reissmann 
(1950) beobachtete bei seinen Parabioseversuchen eine erythroide 
Markhyperplasie. die sich allerdings sehr langsam einstellte. Benard 
u. Mitarb. (1955) fanden nach tiaglichen Injektionen von Plasma 
andimischer Tiere bei den Rezipienten nach 7 bzw. |4 Tagen eine 
Verschiebung des Quotienten zwischen myeloischen und eryth- 
roiden Zellen zugunsten der letztgenannten. Besonders war die Ver- 
mehrung der polychromatischen und = azidophilen Normoblasten 
auffallend, also das Vorherrschen reiferer Elemente. Linman u. Bet- 
hell (1956) wiederum fanden nach Injektionen von erythropoetisch 
aktivem Plasmaextrakt eine gleichmissige Verteilung innerhalb des 
Erythrons, aber eine 3 bis 4-faltige Vermehrung der Erythroblasten 
in toto. Ein Versuch. die Erythropoetinwirkung in vitro auf das 
Knochenmark darzustellen. findet sich bei Matoth u. Mitarb. 
(1958) in der Serumkoagelkultur. Sie stellten eine Proliferation der 
Erythroblasten nach 17-stiindiger Inkubation fest. die bei Einwirkung 
von Serum von Patienten mit Mb. coeruleus deutlich gesteigert war. 
Das Kriterium war die Anzahl nukleierter Zellen in der Zihlkammer 
nach enzymatischer Auflésung des soliden Kulturmediums — eine 
Methode. der allerdings technische Schwierigkeiten anheften. Matoth 
(1959) hat in einer spiteren Arbeit das in vitro-Verfahren von 
Astaldi verwendet. und unter Colchicinsperre der Mitosen eine ein- 
drucksvolle Steigerung der mitotischen Aktivitét der Erythroblasten 
nachweisen konnen. wenn das Kulturmedium aus Plasma von Pa- 
tienten mit Mb. coeruleus gewonnen wurde. Ein beschleunigter Fe”: 
einbau in erythroide Zellen in vitro ist neulich von Schroeder u. Mit- 


arb. (1958) als Test auf Erythropoetin beschrieben worden. 


Die Haufigkeit von Zellteilungsfiguren im Knochenmarksausstrich 
bei beschleunigter Blutregeneration ist verschiedentlich beschrieben 
worden (Forssell 1939 u.a.). Lindenbaum (1930) verfolgte bei Ka- 
ninchen die Mitoseindices nach Aderlass, und konnte eine sehr kriif- 
tige Steigerung bereits nach 24 Stunden konstatieren. Eine 5-faltige. 
maximale Steigerung der Erythroblastenmitoseindices lag am 4. Tage 


nach der Blutung vor. 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


Eine Vermehrung des zelluliren Bestandes muss natiirlich mit 
erhohter Zellteilung verbunden sein. Die karyokinetische Mehraktivi- 
tat braucht jedoch nicht in der am meisten vorkommenden Zellgat- 
tung stattzuhaben: Diese kann ihre Hiiufigkeit ebensowohl durch 


Reifung nach Teilungen einer unreiferen Zellgattung bezogen haben. 


Rohr (1940) hat wohl als erster darauf hingewiesen. dass ein 
[rfassen der karyokinetischen Aktivitét auf den verschiedenen Reife- 
stufen der erythroiden Zellen uns einen niheren Einblick in den rege- 
nerativen Ablauf vermitteln konnte. Er stellte hierbei eine Verschie- 
bung des Schwergewichts der Mitosen auf mehr reife Formen der 
Erythroblasten fest, -—- sozusagen eine Rechtsverschiebung des Mito- 
sebildes. Grant (1951) bediente sich der Colchicinblockade um die 
mitotische Aktivitét nach Blutung (1 bis 3 Tage) und bei intermit- 
tenter Hypoxie (2 bis 3 Tage) zu verfolgen. Er beschrieb eine ein- 
deutige Steigerung der Mitosefrekvenzen, hauptsachlich der “friihen 
Normoblasten und spiéten Erythroblasten”. Neulich haben Althoff u. 
Werner (1958) jedoch eine Mitosesteigerung vor allem der Proe- 
rythroblasten nach Zufuhr von erythropoesestimulierendem Plasma 
beschrieben, die sich im Verlauf der Mehrleistung “wellenartig” 


durch die verschiedenen Reifestufen hindurch fortpflanzte. 


Theoretische Interpretationen. Die Vorstellungen. welche | sich 
verschiedene Forscher tiber den Ablauf einer akuten Funktionssteige- 
rung am erythropoctischen Organ gemacht haben. ergeben sich lo- 
gischerweise aus ihrer Auffassung von der Anatomie und Physiologie 
der Blutbildung tiberhaupt. 

Eine iibersichtliche Darstellung verschiedener “Knochenmarkmodelle”’ fin- 
det sich in vielen Lehr- und Handbiichern der klinischen Hiimatologie (Heil- 
meyer 1951, Bessis 1954, Whintrobe 1956. Undritz 1952), weiterhin in Mono- 
graphien wie bei Rohr (1940) und auch bei Kohler (1958). hier besonders in 
Bezug auf die Laboratoriumstiere. 

Wenn hier nun versucht wird, einige Auffassungen zu skizzieren, geschieht 
dieses ohne Anspruch auf Vollstindigkeit, hauptsiichlich zur Hlustration der 


vorliegenden Arbeit. 


Die Frage nach menophyletischer oder polyphyletischer Regene- 
ration der Blutzellen hat insofern Bedeutung fiir die Probleme der 
Mehrleistung. als eine initiale Proliferation von der Stammzelle her 


postuliert worden ist. Wolfers (1951). der durch karvometrische 
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Analyse dem Regenerationsprozess im Knochenmark nach Blutung 
beizukommen versuchte, hat allerdings nicht angegeben, welche Zelle 
er als Stammzelle definierte. Er fand — in Ubereinstimmung mit 
friheren Erythroblastenmessungen durch Freerksen (1937) und 
Leibetseder (1950) —~ eine Abnahme des Kernvolumens innerhalb 
der Erythroblastenserie im  Sinne einer geometrischen  Reihe 
(2:1:1/2:1/8:1/16). Diese. selbstverstindlich als arithmetische Mit 
tel erhaltenen Werte sollen multiplen, heteroplastischen Teilungen 
entsprechen, d.h. aus einer unreiferen Zelle mit grésserem Kern, sol- 
len zwei reifere hervorgehen, mit je halbiertem Kernvolumen. Die 
Mengenverteilung dieser Kernklassen verhilt sich umgekehrt propor- 
tional: es gibt 32-mal so viele Zellen der Klasse 1/16 als der Klasse 
2. Nach einer Blutung beobachtete Wolfers nun eine Verschiebung 
dieser Mengenverhaltnisse, die er als Sichtbarwerden einer neuen 
Population von Erythroblasten auffasste. welche aus einer zusatzlichen 
homoplastischen Teilung der Stammzelle hervorgehe. 

Weicker (1953) bestatigte ftir den Normalfall die Ergebnisse 
von Wolfers, und kam tiberdies in einer besonders eleganten Unter- 
suchung iiber die Regeneration nach der akuten Erythroblastopenie 
Gasser und auch der Perniziosaremission bei einsetzender Therapie, 
zu einer Bestimmung des zeitlichen Ablaufs fiir den ‘Teilungszyklus 
der Erythroblasten. Bei den genannten pathologischen Zustinden ist 
ja a priori eine sukzessive Ausfiillung des Knochenmarks mit einer 
ganz neuen Generation von erythroiden Zellen von der Stammzelle 
her zu erwarten. Nach Weicker. der sich der polyphyletischen Auf- 
fassung anschliesst. ist diese Stamimzelle eben der Proerythroblast 
von der Kernvolumenklasse K 2. Die metrische Analyse ergab nun 
eine Generationsdauer der Zellklassen von 16 bis 28 Stunden mit der 
groéssten Wahrscheinlichkeit von 24 Stunden. Bei der Annahme von 5 
verschiedenen Generationen. ware die totale Regenerationszeit des 
Erythrons 5 Tage. was u.a. mit der Retikulozytenkrise der Perniziosa 
in Remission und auch mit einigen Angaben tiber das Maxi- 
mum der Retikulozytose bei Hypoxie in gutem Einklang steht. 
Bei der akuten Blutungsanimie der Ratte konnte Weicker (1958 
allerdings nicht den Regenerationsablauf nach den karyometrischen 
Grundsatzen erfassen. 

Die bereits erwahnte Arbeit von Althoff u. Werner (1958) 


scheint nach Zufuhr von erythropoesestimulierendem Plasma eine 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


Verschiebung der Zellklassen nachgewiesen zu haben. wie sie nur 
unter Annahme einer initialen Proliferationssteigerung der Stamm- 
zellen. d.h. der Proerythroblasten. zu erklaéren ware. Das Material war 
allerdings sehr klein. sodass eine endgiiltige Wertung wohl nicht 
gestattet ist. 

Schwarz (1951). der den Mitoseablauf bei Regenerationsprozes- 
sen verfolete. kam zu der Auffassung. dass eine beschleunigte Reifung 
zwar alle erythroiden Zellen befalle. die mitotische Vermehrung jedoch 
ausschliesslich aus einer Neubildung von Proerythroblasten durch 
Metaplasie der Retikelzellen ihren Ausgang nehme. 

Eine derartige neue Herausdifferenzierung erythroider Zellen aus 
pluripotenten Elementen entspricht in etwa der monophyletischen 
Anschauung der Unitaristen. auch wenn es sich hierbei um_ eine 
*Potenzentfaltung an abnormer Stelle” handele. die eben bei Mehran- 
forderung auftrete. Die Entstehung von inselformigen erythropoe- 
tischen Zellherden inmitten des Fettmarks. wie sie Kracke (1941) 
beschreibt. und besonders das Einsetzen extramedullarer Erythro- 
poese in den Pulpavenen der Milz. in den Leberkapillaren und ubi- 
quitér im Mark der Lymphdriisen lasst sich am zwanglosesten durch 
eine Neudifferenzierung erkliren (sog. myeloische Metaplasie). 
Strenge Anhanger der polyphyletischen Anschauung haben allerdings 
auch diese Besiedlung normaliter hamopoesefremder Bezirke als Fol- 
ge einer himatogenen Streuung unreifer Zellen vom Knochenmark 


her beurteilt (sog. Innentransplantation) . 


Auch wenn eine extramedullaére FErythropoese beim Menschen nur bei be- 
sonders schweren Anidmien oder bei neoplastischen Wucherungen im Knochen- 
mark beschrieben wird (Heilmeyer 1951) so scheint bei verschiedenen Tier- 
arten. unter denen die Laboratoriumsraite, eine solche Umstellung sich schon 
auf leichtere Reize hin zu vollzichen. Eine neulich erschienene Studie Linken- 
heimers u. Mitarb. (1959), die nach Blutung und bei hypoxischem Reiz_ bei 
der Ratte die P32-aufnahme in die DNS-fraktion der Milz verfolgten. soll hier 
wegen der Ahnlichkeit der Versuchsbedingungen mit der vorliegenden Arbeit 
erwihnt werden. Bereits nach 24 Stunden Hypoxie zeigte sich ein deutlicher 
Mehreinbau des Phosphors: -- wohl ein direkter Beweis gesteigerter Eiweiss- 
synthese (nach Thorell 1947), und indirekt ein guter Beleg fiir extramedullire 
Bluthildung. Krumbhaar (1948) fiihrt sogar fiir den Normalfall bei der Albi- 
noratte eine splenale Hamopoese an, ferner hat Ahlquist (1959) im perihilaren 
lymphatischen Gewebe der Lunge bei normalen Ratten erythroblastenahnliche 
Zellen beobachtet. Méglicherweise befanden sich diese Tiere noch in der von 
Garcia (1957. 1) beschriebenen jugendlichen Periode exzessiven Blutwachstums. 
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Fiir humane Verhiltnisse postuliert Rohr (1940) jedenfalls eine Neuumstellung 


der Blutbildung auf fetalen Typ bei exiramedullaérer Haimopoese. 


Ist bei obigen Erorterungen der Regenerationsablauf hauptsach- 
lich “von der Stammzelle her” beleuchtet worden. so finden sich auch 
Auffassungen. die gewissermassen “am anderen Ende” des Erythrons 


ankniipfen. 


Hier herrscht bekanntlich noch mehr Unklarheit als betreffs der Stamm- 


zelle. So blieb die Frage nach dem Verbleib der Normoblastenkerne noch unge- 


lost; — Auflésung?, Ausstossung?. Auch das Problem der Ausschwemmung der 
Erythrozyten in die Zirkulation ist noch ungeliést; — Intravasale Erythropoese ? 
) ) s y ] 


Durchbruch reifer Elemente in die Sinusoide und in die Blutbahn ? 


Unabhangig voneinander wurde durch Plum (1947) und Bostrém 
(1948) eine Theorie der Erythrozvtenabschniirung an den Normo- 
blasten entworfen. Die Untersucher kamen zu ihren Ergebnissen auf- 
grund beobachteter “Protoplasmaabschniirungen” aus den Normo- 
blasten im gefirbten Knochenmarksausstrich. Plum. der fiir die miit- 
zenahliche Form seiner protoplasmaexpulsierenden Zellen den Namen 
“mitroide Normoblasten” pragte. kam auch durch ein in vitro-Ver- 
fahren. durch rechnerische Kalkyle und durch filmatische Darstellung 
zu der Auffassung. dass jeder Normoblast mit etwa 30 Minuten In- 
tervall eine Erythrozyte abschniirt. Unter Anbringung verschiedener 
Stimuli. wie einiger von ihm besonders untersuchter Aminosauren. 
konnte er nun eine noch schnellere Abschnirung feststellen (alle 20 
Minuten eine Erythrozyte je Normoblasten) — eine allerdings unge- 
heure Leistung der einzelnen Zelle. Karvonen (1948) ist allerdings 
auch zu einem ahnlichen Ereebnis gekommen. ebenfalls aufgrund 


rechnerischer Uberlegungen. 


Gemeinsam mit mir unternahm Plum (1956) Versuche, wo mit Colchicin 
effektiv jede Mitose in der Knochenmarkskultur blockiert wurde: trotzdem war 
ein klarer Anstieg der Erythrozytenzahl zu verzeichnen. Da das Phinomen dureh- 
aus noch naherer Abklérung bedarf, haben wir bisjetzt von einer Verdéffent- 


lichung abgesehen. 


Man wird die von Plum und Bostrém vertretene Auffassung wohl 
nicht glattweg ablehnen ké6nnen. obschon es den Anschein hat. als 
kime eine Erythrozytenbildung auf dem beschriebenen Wege héchs- 


tens unter sehr abnormen Verhaltnissen in Fraee. 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


Ohne eine dezidierte Auffassung tiber das Stammzellenproblem 
wie uber die Fragen des Entkernungs- und Ausschwemmungsvorgan- 
ges. hat Rohr (1940) 3 Phasen bei akuten regenerativen Ablaufen 
postuliert. wie sie sich aus Beobachtungen am peripheren Blut und 
vor allem im ’’mittleren Bereich” des Erythrons ergaben: 

1) Abwanderung der ausschwemmungsfahigen Zellen ins Blut, 

was zu einer Linksverschiebung im Mark ohne Hyperplasie bzw. 

Hypoplasie fiihrt. 

2) Neubildung unreifer Vorstufen. d.h. Marklinksverschiebung 

mit Hyperplasie. 

3) Neubildung der reiferen Formen durch lebhafte Mitosetatig- 

keit auf verschiedenen Entwicklungsstufen und Ausreifung mit 

dem Ergebnis einer Rechtsverschiebung mit Hyperplasie. 

Er kommentiert: ”Jedes neue dynamische Gleichgewicht fiihrt 
iber ein vorausgehendes Ungleichgewicht. und wird erst nach einiger 


Zeit erreicht.” 


Diese Konzeption Rohrs. iibrigens auf die Knochenmarkspa- 
thologie universell anwendbar -—. gilt wegen ihrer allgemeinen Fas- 


sung heute noch als klassisch. Auch die vorliegende Arbeit kommt 
zu einer gewissen Ubereinstimmung mit seiner Lehre. worauf in der 
Resultatbesprechung noch zuriickgekommen wird. Bei dieser vorsich- 
tigen Formulierung bleiben jedoch wichtige Fragen offen, so z.B. das 
Problem des Teilungsmodus der Zellen. 

Wahrend u.a. Weicker (1954) und auch Wolfers (1951) jede Zell- 
teilung der Erythroblasten als heteroplastisch definieren. und nur der 
Stammzelle die Moglichkeit einer mitotischen homoplastischen Repro- 
duktion zuschreiben. meinen andere Forscher {Zuelzer 1949. Heil- 
meyer 1951). die Karyokinesen auf allen Entwicklungsstufen des 
Erythrons seien im Prinzip als homoplastisch aufzufassen. Setzt z.B. 
die Reifung nach einer Zellteilung auf dem Stadium des basophilen 
Normoblasten ein. so sei dieses nicht eine Folge der Teilung. sondern 
eine von thr unabhingige Funktion der Interphase. Heilmeyer raumt 
allerdings. wie bereits erwiaihnt wurde. ein. dass bei regenerativer 
Mehrleistung auch heteroplastische ~Reifeteilungen” vorkommen 
konnten. Rohr (1940) teilt diese Auffassung. und betont. dass die 
heteroplastische Teilungsart bei der fetalen Blutbildung die Regel sei. 
Bei Reizzustinden konne der adulte. homoplastische Typus der Ery- 


throblastenreproduktion gewissermassen durch einen ontogenetisch 
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jiingeren vertreten werden. Die adulte. homoplastische Reproduktion 
der Zellen sei iibrigens keineswegs obligatorisch. —— ein direktes Aus- 
reifen konne auch vom Proerythroblasten ohne zwischengeschaltete 
Teilung vor sich gehen. Suit u. Mitarb. (1957) kamen aufgrund auto- 
radiographischer Untersuchungen zu einem bestatigenden Ergebnis. 
Leibetseder (1950) wiederum sieht gerade in der homoplastischen 
Teilung auf reiferen Stufen eine Moglichkeit zu schnellem Verdoppe- 
lungswachstum ausreifungsnaher Elemente, so bei Hamolyse. Seine 
Auffassung ist also der Rohrschen kontrar entgegengesetzt: heteroplas- 
tische Reifeteilung nermaliter. —- bei Mehranforderung Dazwischen- 
schaltung homoplastischer Karyokinesen. 

Gallo (1957) meint, die Reifung sei doch irgendwie an eine vor- 
hergehende Zellteilung kausalmassig gebunden. Homo- und hetero- 
plastischer Teilungsmodus oder. wie er es formuliert. “statische und 
evolutive Karyokinese”’ stiinden hierbei jedoch in einem Gleichge- 
wichtsverhaltnis zueinander, das bei akuter Mehrproduktion von Zel- 
len verschoben werden kénne. Ob hierbei die heteroplastischen oder 
die homoplastischen Teilungen zuerst iiberwiegen. geht aus seiner 
Darstellung nicht hervor. 

Osgood (1954) beurteilt schliesslich das Teilungsgeschehen als 
hemi-homo-hemi-heteroplastisch: Aus jeder Teilung mise eine Zelle 
hervorgehen, die den Bestand auf der Reifestufe sichere. wahrend das 
andere Teilungsprodukt der Reifung entgegengehe. 

Natirlich ist der Begriff der ’Reifung” nicht eindeutig. So méch- 
te man aus zytologischen Gesichtspunkten heraus gerne die Kernstruk- 
tur als Ausdruck der Reife definieren: Verlust der Nukleolen. Abnah- 
me der Thymonukleinsaéure und der Teilungsfahigkeit (Thorell 19-47, 
Caspersson 1950) seien Zeichen der Funktionsabnahme eines _ bei 
der fertigen Eythrozyte nicht mehr benotigten Gliedes. Aber auch die 
Hamoglobinisierung driickt sinnfallig die heranreifende Funktions- 
tiichtigkeit der Zelle aus. Die bei akuter Regenerationsbeschleunigung 
oft beobachtete verfriihte Hamoglobinisierung bei noch  unreifer 
Kernstruktur, wie sie oft als °Unruhe im Markbild”’ (Forssell 1939), 
“Linksverschiebung der Reifung” (Whitby u. Britton 1950) oder 
“tachy-evolutive Asynchronie” (Bessis 1954) beschrieben wird. 
lasst vermuten, dass der Zellkern selbst bei erheblicher Plasmareife 
noch Fahigkeiten z.B. der Teilung besitzt, wie sie sonst auf unreife- 
ren Stufen vorkommt. Vielleicht sind die Rohrschen Befunde (1940). 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


dass bei chronischer Blutungsanimie eine sehr lebhafte Mitosentatig- 
keit der polychromatischen Normoblasten vorkommt, teilweise durch 
diese Gesichtspunkte zu deuten. Verinderungen der Reifungsge- 
schwindigkeit sind jedenfalls durchaus mit in Erwagung zu ziehen, 
wenn man eine theoretische Beurteilung des Mitosegeschehens ver- 
suchen will (Begemann u. Hemmerle 1949). 

Gewiss werden diese verwickelten Probleme nur schrittweise zu 
lésen sein. So kann auch die vorliegende Arbeit den histologischen 
Ablauf der Mehrleistung nur unter dem begrenzten Gesichtspunkt 


der Mitosefrekvenz beleuchten. 
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DAS PROBLEM 


Die vorliegende Arbeit versucht zur Kenntnis der Erythroblasten- 
proliferation bei akuter Mehrleistung des erythroiden Organs  bei- 
zutragen. Hierbei stellt sich die Frage. in welcher Weise die be- 
schleunigte Proliferation am Erythron ansetzt. und im welchem Sinne 
Verschiebungen wahrend des zeitlichen Ablaufs der Markumstellung 
eventuell festzustellen sind. Naher ausgedriickt. stellen sich folzende 


Fragen aus rein theoretischen Uberlegungen: 


1) Hebt die beschleunigte Proliferation bei den unreiferen Zellen. 
ev. der Stammzelle des Erythrons an? oder 

2) ist eine initiale Proliferationsbeschleunigung an den reiferen 
Elementen nachzuweisen. mit oder ohne spaterer kompensato- 
rischer Neubildung von den unreiferen Zellen her? oder 

3) Beginnt die Proliferationsbeschleunigung gleichzeitig an samt- 
lichen Zellen? und 

1) Verteilen sich die Mitosefrekvenzen in diesem Falle gleich- 


massig oder verschieden auf die Reifestufen? 


Ferner wurde ein Einblick in das Problem der tibergeordneten 
Steuerung erstrebt. indem das Plasma von Versuchstieren zu ver- 
schiedenen Zeitpunkten auf humorale Ubertragbarkeit des jeweils er- 
mittelten Proliferationsstandes hin gepriiit wurde. Naéher ausgedriickt 
also: 

5) Ist ein humoraler Stimulus durch Injektionsversuche anhand 

der Mitosefrekvenz der Rezipienten nachzuweisen? und 

6) Korreliert dieser mit dem jeweiligen Proliferationsstand des 


Markorgans der Donoren? 
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MATERIAL UND METHODIK 


DIE EXPERIMENTTIERE 


Wahl der Ratte. Wegen der geplanten Unterdruckapplikation in 
einer zylindrischen Stahlkammer von 52 cm Durchmesser und 107 
em Linge und des Vorgehens mit téglicher Untersuchung einer Grup- 
pe der Tiere. die aus dem weileren Experiment somit ausschieden, 
war die Wahl eines grésseren Laboratoriumstieres ausgeschlossen. 
Die Albinoratte schien unter den kleineren Tieren den Vorzug besse- 
rer Okonomie zu bieten, auch stand ein seit Jahren in dem selben 
Stall geziichteter Sprague-Dowley Stamm von geniigender Grosse zur 
Verfiigung. Nicht zuletzt ist die Albinoratte. besonders in letzter Zeit, 
bei der Erforschung der Erythropoetinfrage als Rezipient verwendet 
worden. Da die vorliegende Arbeit letztlich doch Bezug auf diese 
Fragen erstrebt. erschien es als vorteilhaft dasselbe Tier fiir die Ex- 
perimente zu wahlen. 

Hdmatologische Daten. Die in der Literatur vorfindlichen Anga- 
ben tiber hamatologische Daten der normalen Albinoratte schwanken 
erheblich. Zum Teil ist dieses wohl aus Verschiedenheiten der Unter- 
suchungsmethoden und vor allem der Technik der Probeentnahme 
zu erklaren. aber auch einige prinzipiclle Gesichtspunkte biologischer 
Art sollten hierbei beachtet werden. da sie gewisse Richtlinien fiir 
eine zweckmassige Auswahl der Experimenttiere geben. 

Schermer (1958) unterstreicht die erheblichen himatologischen Unterschie- 
de verschiedener Stimme der Albinoratte, und postuliert verlissliche Standard- 
werte fiir jede experimentelle Arbeit. Besondere Beachtung verdienen ferner 
die von Creskoff u. Mitarb. (1942) systematisch beoabachten hamatologi- 


schen Alterationen wihrend der ersten 4 Lebensmonate der Albinoratte: Die 
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Erythrozytenzahlen der jungen Albinoratten liegen mehr als 50 °o unter denen 
der adulten Tiere, die gegen Ende des 4. Monats stabil erreicht werden. Die 
Retikulozytenzahlen zeigen wihrend dieser Periode eine Abnahme von den 
nahezu 1 000 °/o9 der neugeborenen Ratte auf die 20—100 °/oo des erwachsenen 
Tieres. Entsprechend nimmt der mittlere Zelldiameter mit dem sukzessiven FEr- 
satz der Retikulozyten durch reife Erythrozyten ab. Der Normalwert der adulten 
Ratte soll 6.3 iC betragen. 


Garcia (1957 1,2) hat diese Animie der Neugeborenenperiode zum Gegen- 
stand sehr griindlicher Untersuchungen gemacht. Gemessen an der tiiglichen 
Erythrozytenproduktion scheint diese anaémische Periode (zwischen 15 und 90 
Tagen) von einer besonders hohen erythropoetischen Aktivitat begleitet zu sein. 
Die Erklarung dieses paradoxalen Verhiltnisses sieht er in cinem Uberragen 
des K6rperwachstums tiber das Blutwachstum wiéhrend dieser Periode. Besondere 
Beachtung verdient seine Beobachtung, dass Ratten im Alter von 15 bis 30 
Tagen — etwa wihrend des ”“Maximums der Blutbildung trotz Animie” iiber- 
haupt nicht auf einen recht starken hypoxischen Stimulus reagierten (9--7 °/o 
Oe wahrend 6 st taglich bis 14 Tagen). Die Blutbildung war schon primiir 
maximal, weshalb eine Steigerung nicht mehr statthaben konnte. Ab 60 bis 90 
Tagen Alter reagierten die Tiere wiederum gut auf Hypoxie mit ciner Erythro- 


poesesteigerung. 


Von Harris u. Burke (1956) wurde zwischen der 2. und 6. Lebenswoche der 
Albinoratte eine Durchgangsperiode mit veranderter zellulirer Zusammensetzung 
des Knochenmarks beschrieben: Die wahrend dieser Zeit dominierenden lympho- 
zytenahnlichen Zellen des Marks interpretieren die Verfasser als Vorgiinger 
(Stammzellen?) der myeloischen Reihe. Unter Beachtung der Auffassung 
Yoffeys (1957) iiber eine lymphozytiire Herkunft der Erythroblasten. kinnte 
diese Beobachtung auch in theoretische Erwagungen iiber die erythroide Serie 
einbezogen werden, wofiir hier allerdings nicht der Ort ist. Vom Gesichtspunkt 
der vorliegenden Arbeit interessiert immerhin die gleichzeitige Erhéhung der 
Erythroblasten- und Normoblastenzah] von um 38 °/o der 2 Wochen alten Ratte 
auf um 62 °/o bei 4 Wochen. Ab 10 Wochen soll nach den Verfassern wieder 
eine Zahl der erythroiden Elemente vorliegen. wie sie dem adulten Stadium 
ungefiahr entspricht. Fine wirklich stahbile Ziffer von rund 45 °/o liegt allerdings 


erst nach 20 Lebenswochen vor. 


Abgesehen von Schwankungen. wie sie sich aus Stammesver- 
schiedenheiten und Altersverschiedenheiten der Albinoratten ergeben. 
ist von vielen Untersuchern eine erhebliche Streuung der Blutwerte 
auch bei homogenem Material verzeichnet worden. Wirth (1950) 
gibt fiir die Erythrozytenzahl eine Streuungsbreite von ganzen 4. 5 
Mill. an, seine mittlere Ziffer betragt 8.0 Mill. Andere Angaben iiber 
Streuungsbreite und Mittel finden sich bei Dumas (1953): 4.40 Mill. 
Streuung. 8.24 Mill. Mittel. und Searborough (1931) 3.00 Mill. 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


Streuung, Mittel 8.50 Mill. Die kleinste Streuung gibt Schermer 
(1958) mit 2.17 Mill. an bei einer mittleren Zahl von 8.00 Mill. 
Erythrozyten/mm’. 

Uber die zellulare Zusammensetzung des Knochenmarks der AI- 
binoratte finden sich sehr abweichende Angaben. Fiir die Zwecke 
dieser Arbeit geniigt die Erwahnung der erythroiden Zellen. Stasney 
u. Higgins (1935) fanden 35.89 °/o erythroide Zellen vor, Cameron 
u. Watson (1948) 28.8 °/o, Vogel (1947) 32.9—36.0 °/o, Téppner 
(1942) 43 °%/o, Kohler (1958) 45.97 °%/o, Ott u. Endicott (1945) 
53.5 °/o bei jungen, 30.8 °/o bei tiber 2 Monate alten Ratten. Schliess- 
lich fand Dumas (1953), dessen Werte zwar von Kohler (1958) kri- 
tisiert wurden, aber mit dem Material der vorliegenden Arbeit die 


beste Ubereinstimmung aufweisen. eine Ziffer von 12 °/o. 


Die Differenzicrung der erythroiden Zellen untereinander ergab ebenfallls 
erhebliche Unterschiede, —- hier spielt bekanntlich das oft verschiedene Ein- 
teilunsprinzip noch hinein. Vogel (1947) zog es vor, die erythroiden Zellen in 
2 Gruppen zu unterteilen: ”Erythroblasten” (10—12 °/o) und ”Normoblasten” 
(22—24 °/o).Cameron u. Watson (1948) arbeiteten die Gruppen von ’’Proerythro- 
blasten” (1.4 %%o), “basophilen Erythroblasten” (6.2 °/0), “polychromatischen 
Erythroblasten” (21.1 °/o) und “orthochromatischen Erythroblasten” (0.1 °/o) 
heraus. Das Schwergewicht liegt hier ausgesprochen auf dem “mittleren Bereich” 
der “bashophilen und polychromatischen Erythroblasten”. Ahnliche Befunde be- 
schrieben auch Téppner (1942) und Kohler (1958): nur 7 baw. 7.75 °/o “reifere 
Normoblasten”. Auf das menschliche Knochenmark bezogen, ergibt sich also als 
augenfilliger Unterschied das geringe Vorhandensein “voll himoglobinisierter” 
(oxyphiler = azidophiler) Normoblasten —- ein Umstand, der wohl zur erhebli- 
chen Polychromasie im normalen Blutbild der Albinoratte (Schermer 1958) in 
Beziehung steht. Die Hiimoglobinsynthese in den Rattenerythroblasten setzt wohl, 
verglichen mit humanen Verhiltnissen, auf einem spiteren Stadium vor der Ent- 
kernung ein (Lajtha 1957). Auch erscheint der Eiseneinbau in die Erythrozyten 
als verzigert: Beim Menschen wird eine 100 °/o-ige Fe®®-aufnahme nach 7 bis 
14 Tagen beschrieben (Badenoch u. Callender 1954) wiihrend bei der Ratte in 
10 Tagen nur 50 °/o verabreichten Eisens in die Himoglobinsynthese wanderte 
(Belcher u. Mitarb. 1954). 


Versucht man einen Vergleich der Physiologie der Blutbildung 
bei Ratte und Mensch, kénnten vielleicht folgende Gesichtspunkte 
hervorgehoben werden: 

Bei einer totalen Blutmenge von ungefahr derselben Gréssenord- 
nung pro Einheit Kérpergewicht. halt die Albinoratte eine entschieden 


héhere Zahl der zirkulierenden Erythrozyten aufrecht. Die Lebens- 
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dauer der Zellen ist ausserdem bei der Ratte etwa nur die Hilfte de- 
rer der menschlichen Erythrozyten. (Entgegen einer friiheren Auffas- 
sung von Ponticorvo u. Mitarb. 1949, die eine Lebensdauer von 100 
Tagen annahmen. kamen Burwell u. Mitarb. (1953) bei der Ratte zu 
45—50 Tagen. ferner haben Berlin u. Mitarb. (1951) die Zeit auf 
68 Tage berechnet). Das erythropoetische Organ weist entsprechend 





die Zeichen einer intensiveren Erythrozytenneubildung auf: unvoll- 
standigere Reifung vor der Ausschwemmung. bei einigen Stimmen 
einen grosseren Bestand erythroider Zellen. — vielleicht auch einen 
schnelleren evolutiven Zyklus (Yoffey 1957). 

Standarden des vorliegenden Materials. Bei der niheren Auswahl 
der Experimenttiere wurde versucht. die oben angefiihrten Gesichts- 
punkte nach Moéglichkeit zu beachten. So waren. wie bereits erwahnt. 
samtliche Tiere stammesgleich. aus einem urspriinglich aus Deutsch- 
land bezogenen Sprague-Dowley Stamm, der seit Jahren an gleichem 
Ort geziichtet wurde. Similiche Ratten waren miinnlichen Ge- 
schlechts. Den Tieren wurde eine Kost mit Roggen, Kleic. Weizen und 
Hafer ana partes mit Zusatz von Hefe,. Caseinkalk und Lebertran 
verabreicht. Futter und Fliissigkeit ad libitum. Das Alter der Tiere 
schwankte zwischen 3 und 4 Monaten. das Gewicht zwischen 150 und 
180 g. In der Versuchsserie 6 wurden Ratten vom Alter zwischen 5 
und 6 Monaten und dem Gewicht von 200 bis 230 g verwendet. 

Bei der Grosse des Materials und auch wegen der zeitlich ver- 
schiedenen Experimentreihen konnten die Tiere nicht aus demselben 
Wurf einer Rattengeneration bezogen werden. Die von Schermer 
(1958) postulierten Differenzen aufgrund dieser Inhomogenietit 
wurden selbstverstandlich durch die Ermittelung von Kontrollwerten 
der fiir den jeweiligen Versuch wesentlichen Daten beachtet. Immer- 
hin wurde von einer vollstiéndigen Eruierung hamatologischer Stan- 
dardwerte vor jedem Experiment abgesehen, je nachdem sie ftir die 
Experimente mehr oder weniger irrelevante Gréssen darstellten. 

Als einen Durchschnitt des himatologischen Status der Tiere seien 
hier die peripheren Standardwerte angefiihrt. wie sie an 20 Tieren 
gelegentlich des Blutentzugs der Versuchsreihe 3 ermittelt’ wurden 
(Tafel 1). 

Die Erythrozytenzahlen/mm* lagen bei einem = Mittel von 
7 320 000 entschieden niedriger als aufgrund der Literaturangaben 


zu erwarten stand. Die Streuung der Werte war jedoch. verglichen 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


mit den zitierten Angaben anderer Untersucher. sehr klein (Mittel 
129 000). Diese gute Stabilitat und vor allem die relativ niedrigen 
Retikulozytenwerte mit einem Mittel von abgerundeten 16 °/00 liessen 
vermuten, dass die fiir die Ratte niedrigen Erythrozytenwerte eine 
Stammeseigenheit darstellten und nicht etwa den Ausdruck einer 
“jugendlichen Animie” in dem oben erérterten Sinne von Garcia. 
was ja das Material ftir die Experimente ungeeignet machen wiirde. 

Zur Charakterisierung des Materials in hamatologischer Hinsicht 
kénnen_ schliesslich auch noch die Knochenmarksbefunde aus der 
Kontrollgruppe der Donortiere der Versuchsreihe 6 angefiihrt werden 
(Tafel 2). Das Verhaltnis der myeloischen Zellen zu den Erythro- 
blasten (M/E Quotient) betrug hier im Mittel 10.0, was einem prozen- 
tuellen Anteil der erythroiden Elemente am Gesamtbestand der 
Knochenmarkszellen von nur etwa 9 °° entspricht. Dieser Befund 
steht allerdings in scharfem Gegensatz zu den weiter oben zitierten 
Angaben anderer Autoren. Die Ziffer liegt sogar unter der Angabe 
von Dumas (12 °/o). Eine Erklarung dieser Diskrepanz kann aller- 


dings nicht gegeben werden. Der Befund scheint anhand des Mate- 


Tafel 1. Erythrozyten- und Retikulozvtenwerte bet 20 Albinoratten 


des vorliegenden Materials. 





Mill. Ret Mill. Ret. Mill. Ret. Mill. Ret. 
K/mm? ay E/mm? —"/an E/mm? 9a E/mm®? 9/6 
8.544 7.184 oi 7.232 ; 7.136 
ger 729 ° 7.312 7.264 | 
7.200 - 7.488 7 7.440 ; 7.328 : 
7.040 7304 «= 7.472 7.440 3 
7.672 ; 6.672 7.088 , 6.992 7 
7.440 34 6.640 n 7.198 6.960 29 
6.544 ; FR ES: , 7.664 7.040 15 

4c 2( = 9 = < ‘ 
6512 * 7.248 “8 7.804 7.136 ? 
7.352 7.888 7.302 ; 7.312 . 
7.200 20 7.872 12 7.296 ‘ 7.392 





Zusammengestellt: 





Erythrozyten/mm® Retikulozyten ° ao 
Mittel 7 320 000 15.8 
Mittl. Fehler 98 400 2.8 
Streuung 429 000 12.6 
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rials von 10 Tieren als recht gut gesichert. Ein Blick auf die Prapa- 
rate der Colchicinversuche ergibt im Groben Verhaltnisse, die der 
Gréssenordnung nach diesem Befund entsprechen, obwohl eine bin- 
dende Auswertung wegen der bekannten Verschiebungen im Leuko- 
zyten- und Myelozytenbild durch Colchicin (Dixon u. Malden 1908, 
Widmann 1951) hier nicht zulassig ist. Die Haufigkeitsverteilung 
der erythroiden Reifestufen untereinander, gerechnet auf 200 Eryth- 
roblasten entspricht im Prinzip der allgemeinen Auffassung von der 
Zusammensetzung des Erythrons: Vorherrschen reiferer Formen mit 
dem Schwergewicht auf der Gruppe der polychromatischen Normo- 
hlasten. Da diese Tiere zu der Gruppe mit héherem Alter und Gewicht 
der letzien Versuchsreihe gehdren. diirfen die angefiihrten Knochen- 
marksbefunde allerdings nicht als reprasentativ fiir das Material der 


tibrigen Versuchsreihen angefiihrt werden. 


DIE STIMULATION 


Hypoxie. Ein permanenter Sauersto{f{mangel wurde durch Unter- 
druckapplikation in einer zylindrischen Stahlkammer von 52) cm 
Durchmesser und 107 cm Linge mittels Anschlusses an eine rotieren- 
de Vakuumpumpe bewirkt. Durch Versteiling am Einlasshahn der 
Kammer konnte der Druck mit guter ‘onstanz aur —- 400 mm Hg 
= 360 mm Hg gehalten werden. was einer Hohe von 5 500 bis 6 000 
m tiber Meeresspiegel entspricht. Aus versuchstechnischen Griinden 
war 2-mal taglich eine Unterbrechung von etwa 10 Min. erforderlich: 
um 11 Uhr zwecks Futterverabreichung. Toilette der Kammer und 
Colchicinverabreichung an die Versuchstiere des betreffenden Tages. 
und um 17 Uhr zwecks Herausnahme der jeweilgen Versuchsgruppe. 

Die Tiere ertrugen den Unterdruck gut. Zu bemerken ist immer- 
hin eine deutlich verminderte Nahrungsaufnahme wahrend der 
ersten Tage. An dem 3. Tag unterschieden sich die Tiere in der Un- 
terdruckkammer nicht von den Kontrolltieren beziiglich allgemeiner 
Aktivitét und Futteraufnahme. Die Tiere waren zur beliebigen Zeit 
durch ein Fenster der Kammer zu beobachten. 

Blutung. Fin einmaliger Blutentzug von 2.5 ml wurde durch 
Herzpunktion in Athernarkose durchgefiihrt. Die Punktion geschah 


mit einer Injektionskaniile 0.9 mm. durch das 2. oder 3. linke Rip- 
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peninterstitium in Richtung auf die Herzbasis. ks wurden 2.5 ml 
Blut aspiriert. vends oder arteriell je nachdem rechte oder linke 
Herzkammer getroffen wurde. Wenige Minuten nach der Punktion 
erholten sich die Tiere von der Narkose und waren innerhalb von 
einer halben Stunde bei gutem Allgemeinzustand nach ihrer Aktivi- 
tat und Nahrungsaufnahme zu urteilen. Gelang die Punktion nicht 
auf den ersten Einstich hin. wurden die Tiere stark mitgenommen 
und mussten kassiert werden. Bei der Biopsie lagen grosse Ekchymo- 
sen in Perikard und Pleura viscerale vor. 


Humorale Ubertragung. Donoren waren normale und hypoxie- 
beeinflusste mannliche Albinoratten. stammeshomolog mit allen 
iibrigen Versuchstieren und vom selben Alter und Gewicht mit Aus- 
nahme der Versuchsreihe 6. wo altere Ratten verwendet wurden. Das 
Plasma wurde aus dem mit Na-zitrat aspirierten Blut der Aorta ab- 
dominalis durch Zentrifugierung gewonnen und gruppenweise ge- 
poolt (Kontrollplasma, Plasma nach 4 bzw. 8 Tagen Hypoxie). Die 
Rezipienten waren normale Ratten. Pro Tier wurde 7 ml Plasma 
subkutan unter das Riickenfell verabreicht. Durch Zuriickziehen der 
Kaniile wahrend der Injektion wurde eine langliche Quaddel gesetzt. 
die nach 4 Stunden nicht mehr festzustellen war, was als Zeichen gu- 
ter Resorption verwertet wurde. Bei den Injektionen kamen keine 
Zwischenfalle vor: die Tiere ertrugen vorziiglich die Verabreichung 


einer so grossen Menge homologen Zitratplasmas. 


TECHNISCHES 


Probeentnahme. Die peripheren Blutwerte wurden an Blut aus 
der lateralen Schwanzvene ermittelt. Das Tier wurde in einen feuch- 
ten Lappen eingewickelt. und verhielt sich so ohne jedwede Narkose 
ruhig wahrend des Eintauchens des Schwanzes in 40° C warmes 
Wasser fiir 2 Min. Ein querer Schnitt iiber die Vene genugte, um in 
den meisten Fallen geniigend Blut zu erhalten. in einigen Fallen muss- 
te die kontralaterale Vene noch angeschnitten werden (Technik nach 
Undritz 1957). 

Zur Gewinnung der Knochenmarksausstriche wurden die Tiere 
durch Genickschlag getétet und der rechte Femur herausgeschnitten. 
Nach Abpraparierung der Muskeln bis auf das Periost wurde der 
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Knochen an den Diaphysen mit vorsichtigem Scherenschlag quer 
durchgetrennt, und der Inhalt des so erhaltenen Knochenrohres mit- 
hilfe einer Spritze in ein Ellermannglaschen mit 0.5 ml 3.8 °/-iger 
Na-zitratl6sung ausgeblasen. Durch milde Schiittelung wahrend einer 
halben Minute wurde das Loslésen des Fettmarkes und des Fibrins 
von adharierenden Zellen bewirkt. und es liess sich als zusammen- 
hangendes, schleimiges Gebilde miihelos mit einer Pinzette entfer- 
nen. Die mikroskopische Kontrolle zeigte. dass nahezu keine himo 
poetischen Elemente an dieser Fraktion hafteten. Im Glaschen be- 
fanden sich nunmehr die Zellen des hamopoetischen Knochenmarks 
aufgeschwemmt. Durch leichtes Zentrifugieren (1 000 Umdr./min) 
setzten sie sich am Boden des Glaschens ab, worauf die iiberstehende. 
klare Fliissigkeit mit einer Pipette abgehoben wurde. Ein Tropfchen 
Zitrat gentigte, um die prazipitierten Zellen wieder aufzuschlammen. 
wonach die Ausstrichpraparate sich miihelos anfertigen liessen. 


Durch schnelles Praéparieren waren die Priparate etwa 10 bis 15 Min. nach 
Tétung der Tiere fertig, -— eine Verzégerung innerhalb derer postmortale Veriin- 
derungen der Markzusammensetzung (Rohr u. Hafter 1937) sich nicht bemerk- 
bar machen diirften. 

Die Frage, wie reprasentativ eine Markprobe fiir das gesamte hamopoe- 
tische Gewebe sei, wird in der klinischen Hamatologie oft angeschnitten, wo ja 
tatsichlich ein sehr kleiner Sektor durch die Arinkinsche Punktion ergriffen 
wird. Besonders gilt dieses bei der Beurteilung von Mitosefiguren, da ein wel- 
lenformiger Ablauf ’in Schiiben” der Teilungsprozesse in verschiedenen Mark- 
bezirken notiert worden ist (Begemann u. Hemmerle 1949). Das Anfertigen erst 
aufgeschlammter und dann wieder angereicherter Priparate aus der Gesamtheit 
der gréssten Markhohle der Ratte diirfte fiir die vorliegende Arbeit solche Be- 
denken recht verlasslich ausschalten, zumal den Verhalinissen im Femoralmark 
der Albinoratte eine gute Ubereinstimmung mit dem gesamten Himopoetischen 
System zugeschrieben wird (Ott u. Endicott 1945). 


Laboratoriumsstandarden. Die Bestimmung der Erythrozytenzah- 
len geschah durch Auszahlung in der Tiirkschen Doppelkammer nach 
Tiirk. 8 sog. A-Quadrate (81/160 mm*) wurden hierbei in jeder 
Kammer ausgezahlt. Da Doppelproben untersucht wurden. kamen 
also 32 Quadrate zur Auszahlung. 

Die Retikulozyten wurden mit 1 °/o-iger Brilliantkresyllésung in 
0.95 °/o-iger NaC] — lésung vor dem Ausstreichen im Bluttropfen 
gefarbt. und hernach die Ausstriche besonders diinn angefertigt. Die 


Zahlung erfolgte auf 1 000 Zellen. 
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Farbung der Knochenmarksausstriche. Gewahlt wurde das panop- 
tische Farbeverfahren nach May-Griinwald-Giemsa. Hierbei wurde 
die Giemsalésung besonders schwach angefertigt (1:20 der Stamm- 
lésung). Auch die Farbungsdauer wurde abgektirzt (May-Griinwald 


1 Min.. Giemsa 6 Min.). da sonst Uberfarbung eintraf. 


ZUR VERWENDUNG DES COLCHICINS 


Grundsdtzliches. Die von Dustin (1934) und Lits (1933) dar- 
gestellte mitosehemmende Wirkung des Colchicins ist zur Lésung 
experimenteller hamatologischer Probleme erstmalig von Astaldi u. 
Mauri (1949) eingefiihrt worden. in der Absicht bei in vitro Kultu- 
ren von Knochenmark die Zellproliferation darzustellen. Seitdem ist 
die Methode auch bei haimatologischen Untersuchungen in vivo he- 
rangezogen worden. so von Grant (1951). Marinone u. Corso (1955). 


Althoff u. Werner (1958). 


Einige grundsitzliche Bemerkungen zur Verwendung des Colchicins erschei- 
nen hier als angebracht. Das histologische Bild verschiedenster pflanzlicher und 
tierischer Gewebe nach Einwirkung von Colchicin ergibt bekanntlich eine impo- 
nierende Anhaéufung von Kernteilungsfiguren -— eine “Explosion von Mitosen” 
(Lits 1933). Es ist das Verdienst der Dustinschen Schule, dieses erstmalig als 
einen Stop im normalen Teilungsprozess proliferierender Zellen interpretiert zu 
haben: Die Wirkung betrifft selektiv mitosebereite Orte. —- Zellen. die sonst 
einen vollen Teilungszyklus durchgemacht hitten. erscheinen nach Colchicin im 
angehaltenen Stadium praecertim der Metaphase. Statische Strukturen werden 
nicht in diesem Sinne betroffen. Ein kinetischer Ablauf wird somit fixiert., was 
seine Relativierung zur Zeiteinheit bei der Untersuchung im beliebigen Moment 
gestattet. Die Anzahl der Mitosefiguren nach 2.B. 6-stiindiger Colchicinein- 
wirkung entspricht somit der Anzahl von Zellen. die, ohne Mitostatikum wéah- 


rend dieser Zeit einen Teilungszyklus angefangen oder durchgemacht hitten. 


Inzwischen ist diese Grundkonzeption durch mannigfache Untersuchungen 
bestatigt und erweitert worden (Dustin 1939, Ejigsti u. Dustin Jr 1955). Es 
modge, ohne Anspruch auf Vollstaéndigkeit. gestattet sein. die gegenwartige 
Auffassung iiber den Wirkungsmechanismus hier kurz zu skizzieren, da hierbei 
manche Besonderheiten der histologischen Erscheinungen auch des dieser Arbeit 
zugrunde liegenden Praparatmaterials eine Erklarung finden. 


Verglichen mit anderen mitostatischen Agentien, wie verschiedenen narko- 
tischen Stoffen und Alkaloiden, welche z.T. sogar dem Colchicin chemisch nahe 


stehen, und deren stathmokinetischer Effekt durch u.a. Ostergren u. Levan (1943) 
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eine recht sinnfallige Erklarung auf der Basis ihrer Lipoidléslichkeit im Sinne 
der allgemeinen Meyer-Overtonschen Narkosetheorie bekam, scheint das Colchicin 
die Ausbildung der Mitosespindel auf chemischen Wege zu verhindern (Steineg- 
u. Levan 1948). Das bekannte Phinomen des Auseinanderwanderns der 


ver 
Chromosomen “entlang den Fasern des Spindelgebildes” wahrscheinlich ein 
Kontraktionsphanomen dieser Fasern (Haas 1955) —- wird dadurch verhindert. 


Statt dessen liegen die Chromosomen entweder zusammengeklumpt in etwaiger 
Anordnung um eine Aquatorialebene, oder. was sehr haufig zu beobachten ist. 
man findet sie tiber die gesamte Karyolymphe zerstreut. Manchmal bildet sich 
jedoch die Spindel teilweise aus. wobei eine gewisse Orientierung der Chromo- 
somen zu beobachten ist: Man findet sie dann in Form eines Sternes mehr oder 
weniger zentral im Kern vor. Diese charakteristischen Formen der Karyokinese 
unter Colchicineinwirkung werden oft als sog. Colchicinmetaphasen oder kurz 
c-Metaphasen bezeichnet. 

Weniger klar liegen die Verhiltnisse betreffs der Colchicineinwirkung auf 
die Prophase. Die friihere Auffassung, dass die Prophase iiberhaupt nicht affi- 
ziert werde. weil das Gift die Kernmembran nicht durchdringe. sondern. erst 
nach ihrer Auflésung gegen Ende der Prophase seine Wirkung an der Spindel 
entfalten koénne (Dustin 1934, Bucher 1939) ist spater aufgegeben worden 
(Gaulden u. Carlson 1951 u.a.). Es soll eine Verziégerung der Prophase statt- 
haben. mit einer gewissen “Desorientierung” der Chromosomen. Da im Material 
dieser Arbeit nur sehr selten Zellen ins Gesichtsfeld kamen, die durch eine un- 
gewohnlich plumpe Spirembildung mit kurzen und dicken Chromosomen. sich 
als mégliche Prophasen auszeichneten, fallt diese Form hier wenig ins Gewicht. 

Die Colchicineinwirkung auf den Mitoseablauf ist passager (Lits 1936, Dus- 
tin 1947 uw.a.). Der Mitoseablauf kann dabei bis zur Ruhephase weiterverlaufen. 
oder aber es enistehen polyploide Zellen (Haggquist u. Bane 1950 u.a.). Letat- 
lich kann die Zelle absterben und ihre Struktur desintegrieren, Fiir die Zwecke 
dieser Arbeit ist es von Wichtigkeit zu wissen. wihrend welcher Zeit eine kon- 
tinuierliche Anhaufung von Mitosefiguren zu erwarten ist. Am = nichsten ver- 
wertbar sind hierbei wohl Angaben iiber die Korneacpithelzellen bei der Ratte: 
nach 5 bis 10 Stunden wurde von Kaufmann u. Mitarb. (1944) ein Weiterverlauf 


der angehaltenen Mitosen beschrieben. 


Astaldi u. Mauri (1949) ermittelten ftir humane Knochenmarks- 
zellen in vitro ein Maximum der Mitosefiguren nach 14 Stunden. 
Dabei sind jedoch gleich 1 Stunden abzuziehen eine Zeit. die die 
Verfasser fiir die Anpassung des Explantats an das Medium angeben 
und wahrend der keine Mitosen vorkommen sollen. Die optimale 
Konzentration liegt nach ihnen um 1:1 000 000. 

Aus diesen Angaben ersieht man die Grundziige nach denen ein 
Experiment zur Erfassung der karyokinetischen Aktivitaét der Eryth- 


roblasten geplant werden soll. 
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1) Die Dosis des Colchicins sollte etwa 1:1 000 000 auf die Ge- 
wichtseinheit des Tieres berechnet, betragen. 

2) Die Zeit der Colchicineinwirkung sollte zwischen 5 und 12 
Stunden gewahlt werden. 


Grant (1951) wéahlte die Dosis ziemlich klein. wie auch die Zeit der Col- 


chicineinwirkung (0.05 mg/100 g und 5 st). Seine Mitoseziffern sind entsprech- 
end auch klein, sodass man fast bezweifeln méchte, dass er eine gute Mitose- 
sperre erreichte. Marinone u. Corso (1955) zogen bei 0.175 mg/100 g eine Ein- 
wirkungszeit von 9 Stunden vor, wodurch ihre Ziffern bedeutend hoéher liegen. 


Fiir die Zwecke der vorliegenden Arbeit schien eine Dosis von 
0.125 mg/100 g zu geniigen (1:800 000). Die Zeit der Colchicinein- 
wirkung wurde auf 6 Stunden festgelegt. nachdem es sich gezeigt 
hatte, dass die Praparate nach 8 bis 10-stiindiger Einwirkung durch 
das haufige Auftreten von pyknotischen Kernen (Nekrobiose?) 
doch nicht optimal wurden. Aus rein theoretischen Uberlegungen 
heraus befriedigt die Wahl einer kiirzeren Zeit auch besser, da im- 
merhin eine beginnende Reversion der Colchicineinwirkung bei tie- 
rischem Gewebe. wie angefiihrt. nach 5 Stunden beobachtet worden 
ist. 

Histologische Interpretation. Die gefarbten Praparate wurden 
vorerst gesondert durchgemustert ohne irgendwelche Auszahlung,. 
wobei einige Praparate. die zellarm oder uneben waren, kassiert 
wurden. und deren Doppelausstriche nachgefarbt wurden. Durchge- 
hend erwiesen sich die Praparate als zellreich, was natiirlich unter 
Beachtung des Anreicheverfahrens zu erwarten stand. Groéssere Zell- 
anhéiufungen kamen vereinzelt vor. Im Grossen kann eine sehr gute 
Verteilung der einzelnen Zellen iiber die Flache des Objektglases an- 
gefiihrt werden. 

Die Zellen konnten recht gut in 5 Hauptkathegorien eingeteilt 
werden. -— hauptséchlich nach dem Einteilungsprinzip von Rohr 
(1940). Ein prinzipieller Unterschied wurde jedoch beziiglich der 
Normoblasten gemacht: Basophile. polychromatische oder azidophile 
Normoblasten wurden, wenn der Kern unstrukturiert war. fiir sich in 
eine Gruppe gezahlt. Hierdurch wurden die Mitoseziffern im baso- 
philen und polychromatischen Bereich hoher als bei der iiblichen Ein- 
teilung zu erwarten stiinde. Diese Besonderheit der Einteilung 
erschien deshalb notwendig. weil es eben um das Erfassen von Mito- 
sefrekvenzen bei teilungsfahigen Zellen ging. Elemente mit einer 
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Kernreife, die keine Karyokinese mehr ermoéglicht wurden so. un- 
beschadet ihrer anderen Charakteristika, aus den Test ausgeschieden. 

Folgende Zellformen waren innerhalb der erythroiden Zellreihe 
zu beobachten: 

la) Proerythroblast in Interphase. Zelldurchmesser um 14. 
Plasma tiefblau, oft mit Pseudopodien. Kern hell. wabig strukturiert. 
13 Nukleolen die Regel. 

1b) Proerythroblast in Colchicinmetaphase mit “explodiertem 
Kern’. Plasmacharakteristika wie bei la. die Zellen erschienen oft 
grosser. Die Chromosomen fanden sich tiber das grosse Kerngebiet 
dieser Zelle wie einzelne Klumpen zerstreut. Eine Anordnung in Paa- 
ren. wie dieses bei dem gestreuten Typus der c-Metaphase beschrieben 
worden ist. war nicht zu erkennen. 

lc) Proerythroblast in c-Metaphase mit “orientierter’”” Anordnung 
der Chromosomen. Zellgroésse und Plasmacharakteristika wie oben. 
Niemals Pseudopodienbildung. Der Kern recht dunkel durch die 
zentrale Anhaufung der Chromosomen, die, deutlich zusammengeballt. 
etwa im Zentrum oder auch an einem Pol sich vorfanden. 

1d) Proerythroblast in Prophase. Sehr selten beobachtet. wohl 
nur schwer von le zu trennen. 

Die von anderer Seite angefiihrte Schwierigkeit, die Proerythroblasten des 
Rattenknochenmarks von den Myeloblasten zu unterscheiden (Vogel 1947), kann 
ohne Bedenken fiir die Praparate dieser Arbeit ausser Acht gelassen werden: 
eine gute Unterscheidung vor allem aufgrund der dunkleren und wabigeren 
Kernstruktur der Proerythroblasten war fast immer modglich. Schwieriger er- 
schien die Unterscheidung von Proerythroblasten in “orientierter” c-Metaphase 
von entsprechender mitotischer Figur bei den Plasmazellen. Lagen intensivste 


Basophilie des Plasmas und zentrale Kernlage vor, sind die Zellen als Proerythro- 
blasten gerechnet worden. sonst wurden solche Zellen als Plasmazellen an- 


sesprochen. 


2a) Makroblast in Interphase. Nicht ganz seltenes Vorkommen. 
auch in den Kontrollpraparaten. Kleiner als die Proerythroblasten 
(Zelldurchmesser um 10/4). Plasma tiefblau. Das Chromatin dunkel- 
gefarbt. 1—2 Nukleolen die Regel. 

2b) Makroblast in unorientierter c-Metaphase. Die Chromosomen 
wie bei 1b) tiber das Gebiet der Karyolymphe punkt- oder klumpen- 
formig zerstreut. Plasma dunkelblau. das Plasmagebiet grésser als 
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2c) Makroblast in orientierter c-Metaphase. Zellgrosse und Plas- 
macharakteristika wie oben. Kern sehr dunkel wegen Zusammen- 
ballung der Chromosomen. Vereinzelt ein sternformiges Gebilde zu 
sehen, meistens jedoch ein kompakter Kern mit “genagter” Kontour 
an einem Pol (Herausragen der Chromosomenschleifen aus dem 
Kerngebiet bei fehlender Kernmembran?). 

2d) Makroblast in Prophase. Selten. wenn tiberhaupt. zu sehen. 
Wie bei 1d) nur schwer von der orientierten c-Metaphase zu unter- 
scheiden. 

3a) Basophiler Normoblast in Interphase. Zelldurchmesser um 
7.5, also deutlich kleiner als ein Makroblast. Zytoplasma klarblau. 
heller als bei den vorangehenden Formen. Kern recht dunkel mit 
grobbalkiger Wabigkeit und oft angedeuteter radiarer Struktur. 

3b) Basophiler Normoblast in unorientierter c-Metaphase. Grosse 
und Plasmaeigenschaften wie bei 5a). Die Chromosomen_ punktlor- 
mig iiber das Kerngebiet zerstreut. wodurch der Kern “granuliert” 
aussah. Das Erkennen sehr leicht. cine Verwechslung mit anderen 
Formen kaum moglich. 

3c) Basophiler Normoblast in’ orientierter c-Metaphase. Die 
Chromosomen lagen hier zusammengekniuelt mehr oder weniger 
zentral. Einzelne Chromosomen konnten zwar nicht erkannt werden. 
aber die Gesamtkontour des Sterns imponiert als ziemlich eindeutig. 
Recht haufiges Vorkommen. 

3d) Basophiler Normoblast in Prophase. Auch hier ist das Fr- 
kennen der Prophasen schwicrig. Tmmerhin wurde dieser Typus ab 
und zu angenommen. wenn bei gut erhaltener Zellkontour eine mehr 
klumpenhafte Chromatinanordnung zu sehen war. Verwechslung mit 
3c) durchaus moeglich. 

fa) Polychromatischer Normoblast in Interphase. Grosse der 
Zelle etwa wie bei 3a). oft jedoch Kleiner. Das Zytoplasma rétlich 
rauchfarben. Kernstruktur wie bei 3a): wabig. oft deutlich radiare 
Chromatinanordnung. 

4b) Polychromatischer Normoblast in ¢-Metaphase mit unorien- 
tiertem Kern. Plasmacharakteristika und Zellgrésse wie bei 4a). Auch 
1 1 


hier “tiipfelige’” Ausstreuung der Chromosomen iiber das gesamte 


Kerngebiet. Das Erkennen sehr leicht. 
4c) Geklumpter Kern. — die sternférmige Anordnung am ehes- 
ten an der Kernperipherie durch die “eenarte’” Koentour zu erkennen. 
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td) Polychromatischer Normoblast in Prophase. Konnte nicht 
angesprochen werden. wahrscheinlich wegen der zu erwartenden 
Ahnlichkeit mit 4c). 

5a) Basophiler Normoblast mit unstrukturiertem Kern. Der 
runde. massive Kern ohne jegliche Struktur und von recht kleiner 
Dimension im Verhiéltnis zum Plasma liess diese Form sehr eindeutig 
feststellen. 

5b) Polychromatischer Normoblast mit unstrukturiertem Kern. 
Kern wie bei 5a), Zytoplasma rétlich rauchfarben. 

5c) Azidophiler Normoblast mit unstrukturiertem Kern. Kern 
wie oben. Plasma azidophil. 

Die Knochenmarkszellen ausserhalb der Serie der erythroiden 
Elemente wurden einer naheren Klassifizierung nicht unterzogen. Die 
erosste Differenzierungsschwierigkeit gegentiber Erythroblastenfor- 
men lag bei den Plasmazellen in orientierter c-Metaphase vor. 
Lymphoblasten waren im allgemeinen sehr eindeutig von Erythro- 
blasten zu unterscheiden: gleichf6rmige. “samtartige” Kernfarbung 
und Klarblaues Zytoplasma bei diesen Zellen traten deutlich zutage. 

Unklassifizierbare Zellen kamen vereinzelt ins Gesichtsfeld. Auch 
wenn einige Charakteristika bei deutlich mutilierten Zellen eine Ein- 
stufung erlauben wiirden. wurde doch hiervon abgesehen. 

Numerische Auswertung. Die Interpretierung der Praparate diiri- 
te mit dem oben gesagten dargeleet sein. Wohlbewusst. dass eine 
derartige Klassifizierung immer schematisch sein muss. und dass 
auch einige notweudige Fehlermoéglichkeiten vor allem bei der Unter- 
scheidung von Plasmazellen und Proerythroblastenmitosen vorlagen. 
wurde die Auszihlung der Priparate angegangen. 

Hierbei wurden je 50 Proervthroblasten. Vakroblasten. hasophile 
Normoblasten und polychromatische Normoblasten gezahlt (bei 
einigen besonders zellreichen Priparaten je 100 Zellen). und die 
Entscheidung getroffen. ob Ruhephase oder Mitose. d.h. die Durch- 
fiihrnne des “stathmokinetischen Tests” von Astaldi innerhalb des 
Erythrons. Bei diesem Verfahren wird ein Praparat gewissermassen 
selektiv durchgegangen. wodurch eine Aussage tiber die Gesamtheit 
des Knochenmarks nicht erlaubt ware. Vor allem erwies sich ein Er- 


fassen des Mycloid/Ervthroid Quotienten leider als illusorisch wofiir, 


nehen dem hierfiir ungeeieneten Zahhmesverfahren wohl auch die 


e 
oO 


~l 








Carl Moller 


noch durchaus unabgeklarte Colchicinleukozytose Rechnung_ tragt 
(Dixon u. Malden 1908, Widmann 1951). 

Besonders sei hier noch hervorgehoben. dass séimtliche Normo- 
blasten mit unstrukturiertem Kern, unbeschadet ihrer Plasmafarbung 
in eine Gruppe gezahlt wurde. die nicht bei der Berechnung der 
Mitoseziffern beachtet wurden — ein Kunstgriff, der als conditio sine 
qua non fiir die geplanten Experimente gelten muss. Die mitotische 
Aktivitat kann logischerweise nur in Zellgruppen ermittelt werden, die 
eine potentielle Teilungsfahigkeit besitzen. Bei Mitbeachtung der 
Normoblasten mit unstrukturiertem Kern wiirde das rein numerische 
Ubergewicht dieser Zellen bereits das Erfassen von Fluktuationen 
der Teilungsaktivitat der strukturierten Normoblasten vereiteln. Aus- 
serdem kame auch prinzipiell bei einem solchen Verfahren nicht ein 
Diagramm der Mitosetatigkeit sondern vielmehr eine Kurve der je- 
weilig vorherrschenden Kernreife der Normoblasten zur Darstellung. 
was ja nicht dem Ziel der Untersuchung entspriche. 

Statistische Behandlung. Es wurden von den jeweiligen Werten 
das arithmetische Mittel und dessen mittlerer Fehler berechnet und 
tabellarisch wie graphisch dargestellt. Ausserdem wurden Diagram- 
me angefertigt. wo Abweichungen im Verhaltnis zur Kontrollgruppe 
(die Tiere des O-Tages der jeweiligen Versuchsreihen) zur Darstel- 
lung kamen. Eine durchgehende statistische Analyse der Signifikanz 
der einzelnen Werte erwies sich als weniger zweckvoll. weshalb eine 
nahere mathematische Erérterung dahingelassen wurde. Wo in den 
Ausfiihrungen von statistischer Bedeutung oder Irrelevanz die Rede 


ist. basiert sich dieses auf den t-Test von Student. unter der Annahme 


einer Normalverteilung. 
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DIE VERSUCHSREIHEN 


ORIENTIERENDE UNTERSUCHUNGEN 


Nachweis himatologischer Hypoxieadaptation. 28 Ratten wurden 
in Gruppen zu je 4 Tieren unterteilt. und die Erythrozytenwerte wie 
auch die Retikulozytenwerte nach 0, 1, 2. 4. 6, 9 und 11 Tagen Hyp- 
oxie gruppenweise untersucht. Die erhaltenen Ziffern sind in Tafel 
3 aufgefihrt. 

Betrachten wir zunachst die Erythrozytenwerte. so ergibt sich ein 
eindeutiger Anstieg der roten Blutkérperchen bereits nach 1 Tag Hyp- 
oxie. Auch nach 2 Tagen halten sich die Werte gesteigert, um nach 
| Tagen wieder tiberraschenderweise abzusinken. Auch nach 6 Ta- 
gen Hypoxie konnte nur eine geringe Steigerung der Erythrozyten- 
werte, verglichen mit dem Ausgangsmaterial, nachgewiesen werden. 
Nach 9 wie nach 11 Tagen Hypoxie lag hingegen ein positiver Befund 
wieder vor (Fig. 1). 

Die Retikulozytenwerte schienen demgegeniiber sich anders zu 
verhalten. Zwar wiesen sie bereits primar die bei dem vorliegenden 
Tiermaterial schon erwahnten Schwankungen auf. was ein  statis- 
tisches Erfassen kleinerer Abweichungen bei einem Material von im- 
mer nur 4 Ratten vereitelt, aber immerhin lasst sich aussagen. 
dass eine eindeutige Steigerung der Retikulozyten erst nach 2 Tagen 
Hypoxie nachzuweisen war (Fig. 1). Nach 4 wie nach 6 Tagen Hyp- 
oxie war die Steigerung der Retikulozyten sehr ausgepragt. Nach 9 
Tagen wurde wiederum eine Abnahme der Retikulozyten verzeichnet. 


Die Befunde dieser orientierenden Versuchsreihe miissen wegen 
der Kleinheit des Materials sehr vorsichtig gedeutet werden. Vor 
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Figur 1. Erythrozyten- und Retikulozytenwerte wahrend 0-—11 Tagen 

Hypoxie. Abgesehen von einer initialen, voriibergehenden Steigerung 

der Erythrozytenzahlen, erscheint der Retikulozytengipfel kurz vor der 
Erhohung der Erythrozytenwerte. 


allem gilt dieses den kleineren Fluktuationen. besonders der Retiku- 
lozytenzahlen. Immerhin scheint es berechtigt zu folgern. dass eine 
polyzythamische Adaptation an Hypoxie unter den gegebenen Ver- 
suchsbedingungen einsetzte. Der deutliche initiale Anstieg der Eryth- 
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rozytenwerte war voriibergehend, und erst zwischen dem 6. und 9. 
Tag scheint sich eine bestehende Polyzythimie entwickelt zu haben. 
Gemessen an den Retikulozytenwerten war eine erythropoetische 
Mehrleistung ab 2 Tagen Hypoxie eindeutig festzustellen. 


Die anfangliche. passagere Erhohung der _ Erythrozytenwerte 
kann nur schwer erlautert werden. Die einleitungsweise eroérterten 
Theorien einer Himokonzentration, weiterhin einer Ausschiittung der 
Blutdepots und auch einer initialen Hamolyse zind zu beachten. 


Fiir den weiteren Verlauf der vorliegenden Untersuchung schien 
der ermittelte Nachweis einer hamatologischen Hypoxieadaptation zu 
genugen. 


Priifung des stathmokinetischen Verfahrens mit gleichzeitiger 
Milieukontrolle der Hypoxiekammer. 25 Ratten wurden in Gruppen 
zu je 5 Tieren unterteilt und gemerkt. Hiervon diente eine Gruppe 
als Nullkontrolle, die 4 iibrigen Gruppen wurden in die Unterdruck- 
kammer gebracht. Es wurde fir eine geniigende Ventilation gesorgt. 
aber kein Unterdruck appliziert. Nach 0 bis 4 Tagen Colchinin subku- 
tan 1/40 mg je 200 g Korpergewicht je an die 5 Tiere einer Gruppe. 
und 6 Stunden post injectionem Totung durch Genickschlag und Ge- 
winnung der Markausstriche. Die Colchicininjektion erfolgte um 1] 
Uhr, — ein Zeitschema, das durchgehend strikte eingehalten wurde. 
um mogliche Tagesvariationen der Erythropoese (Goldeck 1948) 


auszuschliessen. 


Die ermittelten histologischen Werte sind in Tafel 4 aufgefiihrt. 
Wie aufgrund der Untersuchungen von Astaldi u. Mauri (1949) zu 
erwarten stand. fanden sich die héchsten Mitoseziffern unter den 
Proerythroblasten. Uberraschenderweise fanden sich auch bei den 
polychromatischen Normoblasten gehiuft Mitosen vor. Dieser Befund 
ist nicht aufgrund der artifiziellen Ausscheidung der potentiell nicht 
mehr teilungsfahigen Zellen (d.h. der polychromatischen Normo- 
blasten mit unstrukturiertem Kern) zu erklaren. denn dasselbe Ver- 
fahren betraf ja die basophilen Normoblasten bei der Auszahlung. 
Die niedrigsten Mitoseziffern fanden sich bei den basophilen Normo- 
blasten (Fig. 2). 


Fine Erklarung dieses durchaus eigenartigen Verhaltens kann nur mit gros- 
ser Vorsicht gegeben werden. Miglicherweise fallt die Mitose des Normoblasten- 
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kerns oft, nach relativ langer Interphase im basophilen Stadium, auf einen Zeit- 
































9. 
punkt wo die interkinetische Kernfunktion als Steuerer der Hamoglobinsynthese 
= zu einem gewissen Punkt gefiihrt hat. Die polychromatische Farbung des Plas- 
‘he mas kénnte also am Ende einer langen Interphase erscheinen, und die Haufung 
mitotischer Figuren hier deshalb zutage treten, vorausgesetzt dass der Kern 
iiberhaupt noch teilungsfihig ist. 
rte Der Gegensatz zu den Angaben Astaldis u. Mitarb. (1947), dass unter 
en 
ler Tafel 4. Stathmokinetisch ermittelte Mitosefrekvenzen der verschiede- 
nen erythroiden Reifestufen bei 0-4 Tagen Aufenthalt in der Hyp- 
en oxiekammer ohne Hypoxie (Milieukontrolle). 
” Tage 0 l re 3 4 
Proerythroblasten 42 48 50 36 48 
er Mitose °/o 56 42 38 48 36 
a 52 40 42 54 40 
° 36 56 40 34 44 
fa 42 50 46 38 40 
Le 
Mitte] 45.643.6 47.2+2.9 43.2+2.2 42.0+3.8  41.642.0 
t Verh. z. Kontrolle 1.00 1.0440.10 0.95+0.089 0.92+0.11 0.9140.084 
1- 
' Makroblasten 32 24 26 24 22 
Mitose °/o 38 22 36 20 
. 4% 33 24 28 30 36 
! 36 28 26 36 40 
= 34 32 20 24 36 
| Mittel 35.6£2.2 29.2426 24.441.5 30.042.7 30.8+4.1 
Verh. z. Kontrolle 1.00 0.820.088 0.69+0.060 0.84+0.091 0.87+0.13 
Basophile Normo- 8 14 28 18 30 
1 blasten 28 10 24 24 20 
: Mitose °/o 16 14. 20 22 12 
24 28 20 20 24 
24 24 24 20 12 
Mittel 20.0+3.6 18.0$3.4 23.2+1.5 20.8+1.0 19.6+3.5 
Verh. z. Kontrolle 1.00 0.90+0.23 1.16+0.22 1.04+0.19 0.98+0.25 
| 
Polychromatische 20 42 38 36 54 
Normoblasten 26 46 LO 36 44 
Mitose °/o 44, 36 Ad, 40 40 
30 o2 38 50 40 
48 28 28 38 42 
Mittel 33.6+5.3 36.843.3 37.642.6 40.042.6  44.042.6 


Verh. z. Kontrolle 1.00 1.10+0.20 1.12+0.19 1.20+0.20 1.3140.22 
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Figur 2. Mitosefrekvenzen der verschicdenen erythroiden Reifestufen 
bei Aufenthalt in der Hypoxickammer ohne Hypoxie. Proerythroblas- 
ten und polychromatische Normoblasten weisen die hochsten Teilungs- 
frekvenzen auf, wihrend die basophilen. Normoblasten eine ausge- 
sprochene “karyokinetische Ruhe” darbieten. Die Fluktuationen der 


Kurven zeigen die Grundbedingungen der Hypoxieversuche an, 
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Figur 3. Mitosefrekvenzen der Reifestufen bei der Miliecukontrolle, 
hier im Verhdaltnis zum Ausgangswert dargestellt. Statistisch befriedi- 
gende Konstanz des Status wihrend der 4 Kontrolltage. 
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den polychromatischen Normoblasten eine niedrigere Mitoseziffer als unter den 
basophilen Elementen bei Colchicin erhalien wird, erklirt sich wahrscheinlich 
auf methodologischer Basis. Astaldi hat bei seinen Auszihlungen nicht die 
Zellen mit pyknotischem Kern fortgelassen, wobei natiirlich gerade im_po- 
lychromatischen Bereich die Mitosefiguren sehr niedrig scin miissen. Die hohe 
Mitoserate der basophilen Zellen scines Materials ist wiederum darauf zuriickzu- 
fiihren, dass er in diese Gruppe auch die Proerythroblasten und Makroblasten 
mit cinstufte — Zellen also, iiber deren starke mitotische Proliferationsrate auch 


die Priparate der vorliegenden Arbeit keinen Zweifel lassen. 


Numerisch gesehen wiesen die Mitoseziffern recht erhebliche 


Schwankungen auf, was bei einer Auszihlung von nur 50 Zellen aus 


jeder Gruppe auch leider zu erwarten ist. Immerhin trat die Vertei- 
lung der Mitosehaufigkeit innerhalb des Erythrons prinzipiell recht 


cindeutig zutage. 

Die Milieukontrolle durch Unterbringung der Ticre in die Unter- 
druckkammer mit Durchfiihrung eines “Blindversuches” ohne Hyp- 
oxie schien die Sicherheit einer Exklusion nichterwiinschter Neben- 
wirkungen zu _ bieten. 

Die Makroblastenmitosen schienen allerdings unerwarteterweise 
abzunehmen, sogar mit einem Wert (nach 2 Tagen Hypoxie), dem 
nicht statistische Unbedeutenheit zugeschrieben werden kann. Fiir die 
weiteren Experimente bedeutet dieses eine Einschrinkung der Aussa- 
eckraft kleinerer Fluktuationen, was nur sehr vorsichtige Schluss- 
foleerungen betreffs den Proerythro- und Makroblastenmitosen ge- 


stattet (siehe die Experimentreihen und die Diskussion). 


VERSUCHE ZUR ERFASSUNG DER KARYOKINESEN BET HYPOXIE 


Versuchsrethe 1. 0 bis 4 Tage Hypoxie. 25 Ratten wurden in 
Gruppen zu je 5 unierteilt und gemerkt. Eine der Gruppen diente als 
Nullkontrolle des Experiments, die tbrigen wurden nach der beschrie- 
benen Methode nach 1, 2, 3 und 4 Tagen Hypoxie untersucht. 2 
Tiere. die die Hypoxie offenbar schlecht vertrugen. wurden kassiert. 

bei der Autopsie konnte anhand starker Blahung des Diinndarms 
mit schleimigem Inhalt auf cine Enteritis geschlossen werden. — im 
Ubrigen kein signifikativer Befund. Der Verlust dieser Tiere betraf 
die Gruppen mit 3 baw. 4 Tagen Hypoxie. 


Die ermittellen numerischen Werte sind in Tafel 5 aufgefiihrt. 


65 








Carl Moller 


und eine statistische Zusammenstellung findet sich in den Figuren 4 
u. 5. Man ersieht bei den Normoblasten eine Erhéhung der Mitose. 
frekvenzen bereits nach einem Tag Unterdruck. Bei den Proerythro- 
blasten erscheint eine solche Steigerung nicht. wahrend die Makro. 
blasten doch einen. allerdings etwas unsicheren. Anstieg der Karyo- 
kinesen darboten. Am eindrucksvollsten war die Steigerung bei den 
basophilen Normoblasten. bis iiber 100 °/o des Kontrollwertes. Die 


Tafel 5. Stathmokinetisch ermittelte Mitosefrekvenzen der verschie. 
denen erythroiden Reifestufen bei 0-4 Tagen Hypoxie. 





























Tage 0 ] 2 3 4 
Proerythroblasten 59 60 52 
Mitose °/o 52 56 52 50 59 

40 52 42 4 60 

50 50 36 56 40 

40 48 46 50 54 
Mittel 48.2+3.6 53.2+2.1 45.6+3.0 52.0+1.4 53.3£4.6 
Verh. z. Kontrolle 1.00 1.10+0.093 0.95+0.094 1.080.086 1.11+0.13 
Makroblasten 48 52 52 
Mitose °/o 22 36 12 5] 52 

32 44 36 56 50 

32 52 43 46 40 

42 48 40 48 40 
Mittel 35.244.5 46.443.0 42.642.6 50.342.2 45.5+3.2 
Verh. z. Kontrolle 1.00 1.32+0.19 1.21+0.17 1.4340.19 1.29+0.19 
Basophile Normo- 33 64 57 
blasten Ze 38 58 54 54 
Mitose °/o 22 62 49 50 50 

26 62 36 38 62 

20 62 44 52 46 
Mittel 24.642.3 57.6+4.9 48.8+4.1 48.5+3.6 53.0+3.4 
Verh. z. Kontrolle 1.00 2.34+0.29 1.98+0.25 1.97+0.23 2.15+0.24 
Polychromatische 56 72 73 
Normoblasten 56 62 52 66 75 
Mitose °/o 32 68 50 70 82 

54 70 51 52 60 

26 64 48 48 40 
Mittel 44.8+6.5 67.2+1.8 548446  59.0$5.3 64.3+9.3 
Verh. z. Kontrolle 1.00 1.50+0.22 1.22+0.20 1.32+0.23 1.44+0.29 
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Figur 5. Mitosefrekvenzen der Reifestufen bei O—4 Tagen Hypoxie, 
hier im Verhiiltnis zum Ausgangswert dargestellt. Man beachte die 
ausgesprochene Umstellung der basophilen Normoblasten von nied- 


riger auf eine hohe Mitoserate. bereits nach 1 Tag Hypoxie. 
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Gruppen nach 2 und 3 Tagen Hypoxie wiesen etwas niedrigere Werte 
auf — Fluktuationen. denen nicht statistische Signifikanz beigemes- 
sen werden kann. Nach 4 Tagen Hypoxie lag noch eine deutlich 
gesteigerte Mitosefrekvenz vor. 

Die Versuchsreihe schien wahrend einer initialen Periode bei 
einsetzender Hypoxie eine eindeutige Steigerung der mitotischen Ak- 
tivitat der erythroiden Zellen nachzuweisen. wobei man sich erinnere, 
dass bei der orientierenden Untersuchung die peripheren Adapta- 
tionszeichen in Form einer Retikulozytose erst gegen Ende dieser 
Periode eindeutig zutage getreten war. und dass die Erythrozyten- 
zahlen nur eine passagere Steigerung wiihrend dieser Zeit aufwiesen, 
die nicht mit Sicherheit auf eine wahre Mehrleistung der Blutrege- 
neration schliessen liess. 

Versuchsrethe 2. 40 Ratten wurden in Gruppen zu je 4 unterteilt 
und gemerkt. Eine Gruppe diente wiederum als Nullkontrolle, wah- 
rend die tibrigen je nach 1, 2, 3, 4. 5, 6. 7 und 8 Tagen Hypoxie 
untersucht wurden. In dieser Versuchsreihe wurden Erythrozyten- 
und Retikulozytenzahlen ermittelt, um so in einem Experiment das 
zeitliche Verhalten von Mitosesteigerung und peripheren Adapta- 
tionszeichen zu erfassen. Die peripheren Blutproben wurden unmit- 
telbar vor der Colchicininjektion an der jeweiligen Versuchsgruppe 
ermittelt. 

Betrachten wir zuerst die in Tafel 6 zusammengestellten Erythro- 
zyten- und Retikulozytenwerte (Fig. 6). Ein eindeutiger initialer An- 
stieg der Erythrozyten wurde auch hier von einem Absinken der 
Erythrozytenzahlen gefolgt. Der initiale Anstieg schien in dieser 
Reihe zwar ein wenig langer anzuhalten. aber am 5. Tage waren die 
Werte wieder gesunken. Ab 6 Tagen Hypoxie ein erneuter Anstieg. 
der sich bis zum Abbruch des Experiments am 8. Tage fortsetzte. 

Die Retikulozytenwerte verhielten sich wahrend 2 Tagen Hypoxie 
unverdndert. um erst am 3. Untersuchungstage anzusteigen. Fin et- 
waiges Maximum am 5. Tage muss. bei den sehr schwankenden Wer- 
ten und der Kleinheit des Materials mit dusserster Vorsicht notiert 
werden. Sicher lasst sich aussagen. dass eine Erhéhung der Retikulo- 
zytenwerte ab 3 Tagen Hypoxie nachweisen liess, die bis Ende des 
Experiments fortbestand. 

Die stathmokinetisch erfasste Karyokinesensteigerung der erythroi- 
den Zellen stand in guter Konformitat zu den Befunden der 4-tigi- 
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7 . Erythrozyten- und Retikulozytenwerie wihrend G—8 Tagen 
Figur 6. Erythrozyten- und I r 


Hypoxie. Prinzipiell das gleiche Geschehen wie bei Fig. 1: Initialer, 


voriibergehender Erythrozytenansticg, aber Retikulozytengipfel kurz 


vor dem erneuten Einsetzen der Polyzythimie. 
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Figur 7. Mitosefrekvenzen der Reifestufen bei 0—8 Tagen Hypoxie. 


Bei ausgesprochen inertem Verhalten der Proerythroblasten, mit nur 
geringer Mitosesteigerung nach 3 Tagen, tritt eine Karyolinese- 
beschleunigung der reijeren Formen bereits nach 1 Tag  hervor. 
Hochste Mitosefrekvenz bei den polychromatischen Normoblasten 
nach 4 Tagen. Ab den 6. Hypoxieiag Ablilingen der Mitosetitigheit 


bis auf etwa den Ausgangswert bei séimitichea Formen. 
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Figur &. Mitosefrekvenzen der Reifestufen bet O—8 Tagen Hypoxie, 
hier im Verhéltnis zum Ausgangswert. dargestellt. Wiederum ausge- 

" a . ; * a 
sprochene Umstellung der basophilen Normohlasten von niedriger auf 


eine hohe Mitoserate bereits nach 1 Tag. 
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gen Versuchsreihe 1 (Tafel 7, Fige. 7 u. 8). Wahrend bei den Proe- 
rythroblasten hier wieder eine cindeutige Mitosesteigerung sich nicht 
feststellen liess, und auch bei den Makroblasten eine gewisse Un- 
sichereit verblieb, setzte bei den tibrigen Zellen eine beschleunigte 
>yoliferation bereits nach 1 Tage Hypoxie deutlich ein. 

Numerisch gesehen war die Mitosesieigerung bei den polychro- 
matischen Normoblasten am  gréssten, dann folgten basophile 
Normoblasten, Makroblasten und schliesslich (sehr unsicher) mit 
einiger Trégheit die Proerythreblasten. 

Weeen ihrer niedrigen Anfangsmitoserate war bei den basophilen 


Normoblasten die Sieigerung sehr markant in den beiden Ver- 


Ab 6 Tagen Hypoxie war ein deutlicher Abfall der Mitosefrekven- 
zen bei siimilichen Zellen zu verzeichnen. bis zum Erreichen der Wer- 
te der Nullkontrolle am 8. Tage (natiirlich auch hier mit der Ein- 
schrinkung einer statistischen Unsicherheit bei Proerythro- und Mak- 


roblasten). 


VERSUCHE ZUR ERFASSUNG DER KARYOKINESEN NACH BLUTUNG 


Versuchsreihe 3. 20 Ratten wurden in Gruppen zu je 4 Tieren un- 
terteilt, und die Gruppen in verschiedenen Kafigen aufbewahrt. 4 Tie- 


re dienten wiederum als Nullkontrolle. bei ihnen wurden die 
stathmokinetischen Werte. ohne Vorbechandlung, nach der beschrie- 


benen Methode ermittelt. Die iibrigen Tiere wurden durch Herzpunk- 
tion geblutet. Die Ermitilung der Karyokinesenfrekvenz geschah wie- 


derum gruppenweise nach 1. 2. 3 und 4 Tagen. Tafel 8 und die Figu- 


ren 9 u. 19 berichten iiber die Ergebnisse. 


Die Mitosesteigerung tbertraf bei dieser Versuchsreihe die erho- 
benen Befunde bei Hypoxie. Die Proerythroblasten wiesen bereits 1 


Tag nach der Blutung eine allerdings nicht ganz eindeutige Mitose- 


steigerung auf. Bei den basophilen Normoblasten lagen die Werte der 
Mitosefrekvenz nach 1 Tag auf etwa 160 °/o des Ausgangswerts. Die 
Makreblasten wiesen eine Mitosesteigerung etwa zwischen den beiden 
erstgenannten Formen auf, hier mit statistischer Signifikanz. Bei den 
witiO “4 


Proerythroblasten fiel in dieser Reihe der Zuriickgang der Karyoki- 


\usgangswert schon nach 4 Tagen auf. — ein Befund 


nesen auf den . 


- 
( 


ow 
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Tafel 8. Stathmokinetisch ermitteltc Mitosefrekvenzen Jer verschie 
denen erythroiden Reifestufen O—4 Tage nach Blutentzug. 
Tage 0 1 2 3 a 
oa re. 
Proerythroblasten 42 44 44 52 44 
Mitose °/o 40 48 50 53 40 
38 58 44 44 44 $ 
42 56 40 49 36 v 
° 
Mittel 40,540.96 51.5433 44.5421 49.5420 g1osig | 5 
Verh. z. Kontrolle 1.00 —:1.27£0.087 1.10£0.058 1.22£0.057 1.01+0,05 
oi 
Makroblasten 36 40 40 56 43 
Mitose °/o 24 44 37 52 33 
20 52 32 34 40 
28 54 40 28 36 
Mittel 27.0434 4753.3 37.3419 42.5468 380429 
Verh. z. Kontrolle 1.00 1.76+0.25 1.3840.19 1.57£0.32  1.41+0,19 Fi 
ee U 
Basophile Normo- 20 46 38 46 30 uy 
blasten 22 38 16 40 6 tos 
Mitose °/o 16 50 36 32 38 
16 58 32 36 36 
Mittel 18.5+1.5 48.0£4.2 38.042.9 38.5+3.0 32.5197 
Verh. z. Kontrolle 1.00 2.59+0.31 2.05+0.23 2.0840.23  1.76+0,2 
Polychromatische 30 62 70 72 72 ‘ 
e 
Normoblasten 30 60 62 76 66 K 
Mitose °/o 32 58 66 68 56 ) 
38 66 74 66 68 ‘ 
Mittel 32.541.9 61.541.7 68.0426 70.5422 65544 | & 
Verh. z. Kontrolle 1.00 1.89+0.12 2.0940.15 2.17+0.14 2.02+0.15 = 
= 
> 
& 
= 
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Figur 9. Mitosefrekvenzen der Reifestufen O-—-4 Tage nach Blutent- 
zug. Reaktion sdmtlicher Formen bereits nach 1 Tag. Kraftigste Mi- 


tosetdtigkeit bei den reiferen Formen, praecertim bei den polychro- 


matischen Normoblasten. 


Makroblasten 


| areervthresiasten, 
2.60 <9 


2.407 | 


. Basoph. Normo bI 


! 
2.20 + 


2.10 +- 
2.00 + . 


1 60-- 
! 


one ‘V| 


Mitose*./Mitese % des O-Tages 





t 
oO 24 o 2 4 o 4 
re 


2 
T A E 


Poly chrom. Normobl. 


— 


— 


~~. 


Figur 10. Mitosefrekvenzen der Reifestufen 0—4 Tage nach Blut- 
enizug, hier im Verhiltnis zum Ausgangswert dargestellt. Férmliches 


Emporschnellen der Mitosekurve bei den basophilen Normoblasten 


als Effekt der Umstellung von niedriger auf eine hohe Mitoserate. 
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der nur mit grésster Vorsicht hingenommen werden darf. Bei de, 
iibrigen Formen war die karyokinetische Aktivitat noch 4 Tage nag, 
der Blutung einwandfrei gesteigert. 


VERSUCHE ZUR DARSTELLUNG HUMORALER TRANSMISSION 


Versuchsreihe 4. 40 Ratten wurden verwendet, und in vier Grup. 
pen unterteilt: 2 Gruppen zu 16 Tieren dienten als Donorgruppen, 
und 2 Gruppen zu 4 Tieren als Rezipienten. Die eine Donorgrupy, 
wurde fiir 4 Tage in Hypoxie gehalten unter den gleichen Versuchsby. 
dingungen wie in den vorangehenden Experimentreihen. Die ander 
Donorgruppe diente als Nullkontrolle, und wurde in einem Kafig 
aufbewahrt. Am gleichen Tage wurde aus sowohl ”Hypoxiedonoren’ 
wie aus ’Kontrolldonoren” Plasma durch Aortapunktion gewonnen, 
und den Rezipienten hiervon 7 ml pro Tier subkutan injiziert. 4 Tiere 
erhielten ”Kontrollplasma” und 4 Tiere erhielten ”Hypoxieplasma”, 

4 Stunden nach der Injektion wurde Colchicin verabreicht un 
nach weiteren 6 Stunden die Tiere geopfert zur Gewinnung der Mark. 
ausstriche. Die erhobenen Befunde finden sich in Tafel 9 aufge. 
fiihrt. Man ersieht eine héhere Mitoserate bei den erythroiden Zellen 
derjenigen Tiere, denen das “Hypoxieplasma” verabreicht wurde. 
und zwar am deutlichsten bei den basophilen Normoblasten, wegen 
derer niedrigen Mitoserate in der Kontrollgruppe. Die gute Signifj. 
kanz war tiberraschend bei dieser Versuchsserie: eine Transmission 
schien tatsachlich stattzuhaben, welche beim Rezipienten die erythro. 
den Knochenmarkszellen zu gesteigerter Mitoseaktivitaét anregt, etwa 
im gleichen Sinne wie sie bei den Donoren aufgrund der vorange. 
gangenen Versuche prisumiert werden konnte. 

Obwohl die statistische Analyse in der Versuchsserie eine gut 


Signifikanz ergab. wurde jedoch die Unverlasslichkeit des Ergebnis. 
8 rad J g 


ses gefuhlt: nur 8 Tiere waren ja Objekte der Analyse. wobei, ver 
glichen mit friiher ermittelten Werten fiir die Karyokinesenfrekvem. 
doch auch die 4 Kontrolltiere eine Abweichung aufwiesen. Immer 
hin regte die Versuchsreihe zur Reproduktion an, und zwar 1) um 


erhéhte statistische Sicherheit zu gewinnen und 2) um die mitose | 


steigernde Wirkung des Plasmas auch nach 8 Tagen Hypoxie zu pri: 
fen, wo ja bei der Versuchsreihe 2 die Tiere nicht mehr gesteigerte 
mitotische Aktivitét der Erythroblasten aufwiesen. 


76 














Ta 
dei 


Pre 
Mit 


Mit 
Ver 
Mal 
Mit 


Mit 
Ver 


Bas 
hlas 
Mite 


Mit 
Ver] 
Poly 
Nor 
Mit« 


Mitt 
Verl 


Gru 
Rez 
setz 
Hy; 
unte 
plas 





Uber die Erythroblastenproliferation 






































der Tafel 9. Stathmokinetisch ermittelte Mitosefrekvenzen der verschie- 
- denen erythroiden Reifestufen nach Zufuhr von Plasma hypoxie- 
beeinflusster Tiere. 
Plasma gewonnen 
v Injektion von Kontrollplasma nach 4 Tagen 
Hypoxie 
Up. : 
Proerythroblasten 24 36 
pen, , 0/ 40 42 
| Mitose °/o < 
Appe 38 36 
she. 26 A4 
d 
iiss 32.04.07 39.52.14 
ET Verh. 2. Kontrolle 1.00 1.23+0.17 
en” 
nen, Makroblasten : ] 5 
Mitose °/o 28 40 
wa 32 40 
1a”, 24 55 
und 
rk Mittel 27.0+1.91 41.8+4.80 
Verh. z. Kontrolle 1.00 1.55+0.21 
ge- 
len Basophile Normo- 26 vie 
de blasten 24 3 
Mitose °/o 24 40 
“ 12 40 
fi 
™ Mittel 21.5+3.20 38.5£1.50 
; Verh. z. Kontrolle 1.00 1.79+0.27 
01: 
Na Polychromatische 32 66 
. Normoblasten 46 64 
Mitose °/o 54 70 
42 7 
te 
s. Mittel 43.54.56 69.5+3.09 
; Verh. z. Kontrolle 1.00 1.60+0.18 





Versuchsreihe 5. 60 Ratten wurden in 6 Gruppen unterteilt: 3 
Gruppen zu 16 Tieren als Donoren und 3 Gruppen zu 4 Tieren als 
Rezipienten. 16 Tiere wurden gemerkt in die Hypoxiekammer ver- 
setzt. Nach 4 Tagen wurden weitere 16 Tiere aus dem Kifig in die 
Hypoxiekammer versetzt. Am 8. Tage wurden die Tiere gruppenweise 
unterteilt: Die 16 gemerkten Tiere waren Donoren fiir ”Hypoxie- 
plasma 8 Tage’. die ungemerkten Tiere aus der Kammer waren Do- 


7— 


dé 
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noren fiir *Hypoxieplasma 4 Tage”. 16 Tiere aus dem Kafig Warey 
Donoren der Nullkontrolle. Samtliche 3 mal 4 Rezipienten wurde, 
jetzt erst gesondert. Plasmagewinnung wie oben, 7 ml Plasma stan| 
fiir jeden Rezipienten zur Verfiigung. Stathmokinese mit Colchig, 
4 Stunden nach der Plasmainjektion, und Gewinnung der Marka, 
striche weitere 6 Stunden spater. 

Beim Durchgehen der Markpraparate wurde diesmal von gq 
Auszihlung aller anderen Zellformen als der basophilen Normob, 
ten abgesehen, da ja in diesem Bereich wiederholt die empfindlichg, 
Reaktion beobachtet worden war. Die erhobenen Befunde sind ;, 
Tafel 10 aufgefiihrt. 

Die gute statistische Signifikanz der vorhergehenden Versuchsry, 
he stellte sich nicht ein: Immerhin schien die Mitosefrekvenz na, 
”Hypoxieplasma 4 Tage” erhdht. Nach ’Hypoxieplasma 8 Tage” ja 
eine Steigerung der Mitoserate nicht mehr mit Sicherheit erfassha, 


Tafel 10. Stathmokinetisch ermittelte Mitosefrekvenzen der bay, 
philen Normoblasten nach Zufuhr von Plasma hypoxiebeeinflusse 











Tiere. 
Injektion von Kontrollplasma Plasma gewonnen Plasma gewonne 
nach 4 Tagen nach 8 Tagen 
Hypoxie Hypoxie 
Basophile Normo- 30 34 24 
blasten 15 30 40 
Mitose °/o 18 38 26 
24 36 22 
Mittel 21.843.32 34.51.71 28.04.07 
Verh. z. Kontrolle 1.00 1.59+0.255 1.290.271 





Zusammengefasst schienen die Versuchsreihen 4 und 5 eine hu. 
morale Ubertragbarkeit der Mitosesteigerung bei Hypoxie am Zi 
punkt der etwa starksten Reaktion der Donoren (4 Tage nach Ein | 
setzen des Sauerstoffmangels) zu zeigen, wihrend ein solcher Efiet | 
nach Abklingen der karyokinetischen Bewegung der Donoren (etii 
am 8. Tage) nicht,mehr mit Sicherheit unter den gegebenen Ver 
suchsbedingungen nachzuweisen war. 
Wegen der Kleinheit des Rezipientenmateriais wurde die Ve 


suchsserie 5 nochmals reproduziert. 


| 
| 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


Versuchsreihe 6. 126 Ratten wurden entsprechend dem Vorgehen 
in der Versuchsreihe 5 eingeteilt: 333 Donoren fiir ’Kontrollplas- 
ma”, "Hypoxieplasma 4 Tage” bzw. ’’Hypoxieplasma 8 Tage”, fer- 
ner 3X10 Rezipienten zur Priifung auf humorale Transmission. Die 
experimentelle Durchfihrung war identisch mit derjenigen der vor- 
angehenden Versuche, jedoch wurden hier durchgehend 100 Zellen 
gezahlt. 

In dieser Versuchsreihe kam ein Tiermaterial zur Verwendung, 
das beziiglich Alters und Korpergewichts vom tbrigen Material ab- 
wich: Die Ratten waren 5—6 Monate alt und wogen 200—230 g. 

Die Ergebnisse sind in Tafel 11 aufgefiihrt. Die durchgehend 
niedrigen Mitoseziffern der Kontrollgruppe fallen sofort auf, ferner 
die kraftige Reaktion auf Zufuhr von “Hypoxieplasma”, die die grés- 
seren Tiere als besonders geeignet fiir Priifung auf humorale Aus- 
lésung erscheinen lasst. Die Mitosesteigerung nach ~Hypoxieplasma 
4 Tage” war im Mittel 3-fach gegeniiber den Ziffern des Kontroll- 
materials. Auch nach Injektion von “Hypoxieplasma 8 Tage” war 
eine Mitosesteigerung nachweisbar. 

Das Donormaterial dieser Versuchsserie wurde zusatzlich aus- 
geniitzt, um die proportionale Zusammensetzung des Knochenmarks 
anhand der Differentialauszéhlung zu ermitteln (Tafel 12). Die Zah- 


Tafel 11. Stathmokinetisch ermittelte Mitosefrekvenzen der basophi- 
len Normoblasten nach Zufuhr von Plasma hypoxiebeeinflusster Tiere. 











Injektion von Kontrollplasma Plasma gewonnen Plasma gewonnen 
nach 4 Tagen nach 8 Tagen 
Hypoxie Hypoxie 
Basophile Normo- 15 40 23 
blasten 15 35 20 
Mitose °/o 10 39 33 
9 46 2s 
14 46 24 
13 40 18 
13 31 22 
10 43 22 
17 5 25 
13 39 25 
Mittel 12.9+0.81 39.1+1.60 23.541.30 
Verh. z. Kontrolle 1.00 3.03+0.23 1.82+0.15 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


lung erfolgte innerhalb der erythroiden Reihe auf 200 Erythroblas- 
ten. Ausserdem wurde in separater Zahlung das Verhiltnis mye- 
loischer zu erythroiden Zellen (der M/E — Quotient) bestimmt. 
Nach 4 Tagen Hypoxie lag eine Vermehrung der erythroiden 
7Zellen um etwa 100 9/9 vor, wihrend nach 8 Tagen Hypoxie diese 
erythroide Hyperplasie tiberraschenderweise weniger ausgepragt war 
(um 60 °/o). Die basophilen Normoblasten waren bei dieser Hyper- 
plasie am ausgepragtesten beteiligt, indem nach 4 Tagen Hypoxie 
ihr prozentueller Anteil am Erythron von um 35 °/o bis auf um 55 
0/9 gestiegen war. Unerwartet war hier die relative Abnahme dex 
polychromatischen Normoblasten von um 50 °/o vor der Hypoxie 
bis auf um 30 °/o nach 4 Tagen Unterdruck. Nach 8 Tagen Hypoxie 
waren diese Mengenverschiebungen bereits mehr ausgeglichen, doch 
lag hier immer noch ein klares Schwergewicht auf der Gruppe der 


basophilen Normoblasten vor. 
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DISKUSSION 


Gemessen an den Erythrozytenzahlen/mm* scheint beim yor. 
genden Material die Adaptation an Sauerstoffmangel im Sinne eine 
Polyzythamie sich keineswegs sehr rasch einzustellen. -— auch schejn 
sie im Hinblick auf den immerhin recht akzentuierten Stimulus (kg, 
tinuierlicher Unterdruck von 360 mmHg) nicht besonders ausee. 
pragt zu sein. Ferner iiberrascht der Abfall der Erythrozytenyer, 
nach einer initialen Steigerung. —- ein Effekt. der im Rahmen dy 
Experimente der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden konng 
Verschiebungen des Plasmavolumens diirften in erster Linie fiir dies 
Fluktuation verantwortlich sein. was natiirlich anhand der einfache 
Erythrozytenauszahlung keine sicheren Schliisse auf die wirklich 
Erythrozytenneubildung von Tag zu Tag zulasst. Immerhin  schie, 
die finale Einstellung einer Polyzythimie daftir zu borgen, dass die 
experimentelle Anordnung den Zwecken der Arbeit entsprechey 
konnte. 

Die itiberhaupt etwas niedrigen Erythrozytenwerte der Ratten des vorliege. 
den Materials konnten es fraglich erscheinen lassen, inwiefern sie nicht doch mit 
dem Alter von 5—6 Monaten und dem Gewicht von um 200 ¢ sich in der yn 
Garcia (1957, 2) beschriebenen, himatologisch hypoxierefraktiren Periode befan. 
den, wo die exzessive Blutbildung im Rahmen des Korperwachstums keine exocb- 
thone Steigerung mehr zugibt (siehe S. 44), oder zumindest fiir eine sehr dew 
liche Reaktion keinen Raum lasst. Gegen einen solchen Einwand sprechen die 
zwar schwankenden, aber keineswegs hohen Retikulozytenzahlen des Normalnu. 
terials, ferner auch die sogar unerwartet geringe Anzahl der Erythroblasten in 
Gesamtmark. 


Die deutliche Retikulozytenreaktion diirfte schliesslich alle Zwei 
fel an der Eignung des Materials fiir Hypoxieversuche annullieren: 
Ab 3 Tagen Hypoxie lag hier eine sichere Steigerung der Retikul 
zyten vor. mit einem, statistisch allerdings nicht klar feststellbare 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


Maximum am 5. Tage. d.h. kurz vor dem Einsetzen der definitiven 
Pleozytose. Natiirlich muss eingeraumt werden, dass bei etwaiger 
Hamolyse, wie sie fiir den voribergehenden Sturz der initialgestei- 
gerten Erythrozytenwerte mit in Betracht gezogen wurde (siehe S. 
62), eine relative Retikulozytensteigerung zutage treten konnte wegen 
der grésseren Resistenz dieser jungen Zellen. Eine hiimolysebedingte 
Pseudoretikulozytose kénnte jedoch in keinem Fall eine solche Grés- 


senordnung erreichen, wie sie in der orientierenden Versuchsreihe 1 


sich darbot. 

Immerhin bleibt auch fiir das Einsetzen der Retikulozytensteige- 
rung eine unerwartel lange Latenzperiode von 2 Tagen zu erkliren. 
Sehen wir von der durch Riska (1950) “nd Nordstrém (1957) 
postulierten. schnellen Retikulozytenreaktic.:: nach kurzem Stimulus 
ab. die ja wegen der Planierung der vorlie zenden Experimente gar 
nicht hitte erfasst werden kénnen. so finden sich doch Angaben iiber 
eine Retikulozytensteigerung ab 6 Stunden Hypoxie (Erslev 1957), 
die sich von da an fortwahrend steigerte. Méglicherweise ist bei den 
vorliegenden Hypoxieversuchen diese Tragheit der Reaktion mit der 
erwahnten Nahrungskarenz der Tiere wahrend des ersten Hypoxie- 
tages in Zusammenhang zu bringen: “ine starvationsbedingte Herab- 
setzung der Stoffwechselrate konnte gemiss der Konzeption von 
Jacobson u. Mitarb. (1957. 2) mit dem erythropoetischen Stimulus 
interferieren. 

Wahrend so im peripheren Blut erst ab 5 Tagen Hypoxie die 
Zeichen einer gesteigerten Erythropoese gefunden wurden. zeigte das 
stathmokinetische Verfahren bereits nach 24 Stunden Hypoxie eine 
einwandfreie Mitosesteigerung der Erythroblasten an. Gemiiss ihrer 
Funktion als regenerativer Matrix des Erythrozytenbestandes schienen 
sie krisenartig eine Mehraktivitit zu entfalten. Nach etwa 3-tagigem. 
fortdauerndem Stimulus schien sich ein etwaiges Maximum der Pro- 
liferationsbeschleunigung einzustellen. das die nichsten Tage iiber- 
dauerte um etwa ab 6 Tagen Hypoxie abzusinken. Summarisch be- 
trachtet wurde hierbei wahrscheinlich eine akute Markumstellung 
erfasst, wie sie von Rohr (1910) fiir akute regenerative Ablaiufe vor 
der Einstellung eines neuen hamatologischen Gleichgewichts definiert 
worden ist. 

Die Herausdifferenzierung der Mitosefrekvenzen innerhalb der 


verschiedenen Reifestufen brachte den tiberraschenden Befund. dass 
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die Proerythroblasten und Makroblasten sich relativ inert verhielts 
Bei den Versuchsreihen mit Hypoxie war in diesen Zellkathegorin 
iiberhaupt keine oder eine unsichere Steigerung der Mitosen nay, 
weisen. Die Versuchsreihe nach Blutung klart jedoch iiber dieser 
Punkt naher auf: hier schien die Mitosestimulation sich tiberhay 
schneller und staérker auszuwirken, wobei auch nach 24 Stundey bie 
Zunahme der Proerythroblastenmitosen festzustellen war. Wy, 
scheinlich darf also die ’fehlende Reaktion” dieser Zellen wahrend de 
Hypoxietage nur auf ein geringeres Ausmass der Proliferationsste, 
rung zuriickgefiihrt werden, fiir dessen Erfassung der stathmokip, 
tische Test der Versuchsreihen nicht geniigte. Hierfiir spricht ay; 
die durchgehende Tendenz zu gerteigerten Mitosefrekvenzen, ve, 
auch leider eine mathematische Sicherheit nicht erreicht werd. 
konnte. Méglicherweise ist auch hier eine Interferenz von unerwiingi, 
ten Faktoren, wie z.B. die erwahnte Nahrungskarenz, fir j; 
schwachere Reaktion in der Hypoxiekammer in Erwagung 2u ziehe, 
Jedenfalls koinzidierten das etwaige Maximum und auch der Abfj 
der, allerdings unsicheren, Karyokinesesteigerung bei diesen Z¢|, 
gruppen mit denen der iibrigen erythroiden Zellen. 


Stellten sich so keine prinzipiellen Differenzen in zeitlicher )j 
mension heraus, sondern vielmehr ein gleichzeitiges Einsetzen yp) 
ein paralleler Ablauf der Proliferationsbeschleunigung auf den ye. 
schiedenen Reifestufen, so fanden sich doch entschiedene numeriscle 
Verschiedenheiten in der Abweichung von der normalen Mitoseray 
dieser Zellen. Als augenfalligstes Merkmal darf wohl eine kraft 
Zunahme der Mitosefrekvenz bei den reiferen Formen hervorgehoben 
werden. 

Betrachten wir die Abweichungen rein numerisch, als Zunahne 
der mitotischen Zellen in °/o gerechnet, so erreichen die polychrom. 
tischen Normoblasten z.B. der Versuchsserie 2 grob gerechnet cir 
Zunahme von etwa 35, die basophilen Normoblasten eine Zunahm 
von etwa 25, die Makroblasten von etwa 15 und die Proerythroblaste: 
von nur um 10 °o Mitosen, bei den beiden letztgenannten Gruppa 
allerdings mit erheblicher Unsicherheit. Selbstverstandlich haben de 
angefiihrten Ziffern als solche keinen Wert, sie konnen aber de 


Sachverhalt verdeutlichen: Je reifer die Zellgruppe, um so starke | 


vollzieht sich eine Zunahme der Mitosen bei erythropoetischem St: 


mulus. 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


Das Prinzip einer Verlagerung der Mitosenaktivitaét auf reifere 
Stufen, d.h. einer *’Rechtsverschiebung der Mitosen” ist friiher bereits 
von Rohr (1940) beschrieben worden. Seine Befunde stimmen prinzi- 
piell mit den hier stathmokinetisch dargestellten Verhaltnissen iiber- 
ein. Die einleitungsweise zitierte Auffassung desselben Autoren 
(S, 39) einer 3-phasigen Markumstellung mit Vermehrung zuerst der 
unreiferen, dann der reiferen Elemente erscheint jedoch als etwas 
musehr stilisiert: Die ’Phasen” Rohrs sind wohl doch als gleichzeitig 
einsetzende Ablaufe aufzufassen. So konnten in der vorliegenden 
Arbeit auch die Befunde von Althoff u. Werner (1958) einer initia- 
len Proliferationssteigerung der Proerythroblasten (die Stammzelle 
der Autoren). die sich als eine Art ” Wellenbewegung” in der der Fol- 
gezeit durch die reiferen Stufen fortpflanzte, nicht bestatigt werden. 

Trotz des sehr eindriicklich dargestellten Verhaltens der stathmo- 
kinetisch erfassten Erythroblastenmitosen bei akuter Mehranforde- 
rung an die Erythropoese, konnen nur mit dusserster Vorsicht Ver- 
mutungen tiber die Histiomechanik der Markumstellung ausgesproch- 
en werden. 

Erinnern wir uns zunachst der Begrenzungen der experimentel- 
len Anordnung. die ja ein Erfassen der Reifungsfunktion der Zellen 
iiberhaupt dahinlasst. und ferner noch der mangelhaften Darstellung 
der Erythrozytenausschwemmung von Tag zu Tag, so darf es nicht 
verwundern, wenn die Mitosesteigerung nur schlecht mit Verschie- 
bungen der quantitativen Markzusammensetzung korreliert. 


Anhand der Donortiere der Versuchsreihe 6 konnte die erythroi- 
de Hyperplasie nach 4 Tagen Sauerstoffmangel auf rund 100 °/o be- 
stimmt werden. Gleichzeitig hatte sich eine Rechtsverschiebung der 
Erythroblasten eingestellt. mit Schwergewicht auf dem basophilen 
Bereich, wahrend die prozentuelle Zah] der unreiferen Zellen. aber 
auch der polychromatischen Normoblasten, zuriickgegangen war. 


Hierbei ist allerdings zu beachten, dass diese Tiere, verglichen mit dem 
iibrigen Material, alter waren, sodass die proportionale Markzusammensetzung 
also nicht ohne weiteres fiir das gesamte Material reprisentativ ist. Man muss 
wohl doch mit der Méglichkeit rechnen, dass bei den kleineren Tieren noch 
nicht vollig adulte Verhaltnisse der Blutbildung vorlagen, obwohl sie immerhin 
deutlich auf die experimentelle Stimulation ansprachen. Die niedrigere Normal- 
rate der Normoblastenmitosen der Versuchsreihe 6. wie auch die stirkere An- 
sprechbarkeit hier auf Zufuhr von Hypoxieplasma, weist in diese Richtung. Lei- 
der waren dem Verfasser die Untersuchungen von Garcia (1957 1, 2) beim Be- 
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ginn der vorliegenden Arbeit nicht bekannt, sodass diese Inhomogenietit mM 
Materials nicht vermieden werden konnte. 


Bei der Untersuchung nach 8 Tagen Hypoxie wiederum wa; ‘ 
erythroide Hyperplasie auf einen mehr moderaten Stand zuriic,, 
gangen (um 60 °/o), wahrend die Rechtsverschiebung noch i, 
stand. Auch hier lag das Schwergewicht auf dem Bereich der pay, 
philen Normoblasten, jedoch mit etwa normalem prozentuellen Anyi 
der polychromatischen Normoblasten. Verglichen mit der kriftigey 
Mitosesteigerung sind diese Ausmasse sehr klein, und die prinzipig), 
Ubereinstimmung mit der Rechtsverlagerung im Mitosebild darf py 
mit Vorsicht notiert werden, weil Reifungsvorginge und auch Jj, 
ausschwemmung — hier zwei unbestimmte Gréssen — sich auf ¢: 
jeweilige Zusammensetzung des zelluliren Bestandes auswirken mj, 
sen. 

Unter allgemein biologischem Gesichtspunkt liegt es nahe any, 
nehmen, dass bei gesteigerter Mitosetatigkeit die verkiirzte Interphay 
auf die Reifung sich hemmend auswirke: Das Gesetz von Pep, 
(1925) von der Unterbrechung der Zelltatigkeit durch die Teiluys 
umfasst bekanntlich ausser spezifischen Zellfunktionen wie Sekretig, 
etc. eben auch das funktionelle Wachstum als Reifung und Differey, 
zierung, und scheint auf den verschiedensten Gebieten Giiltigkeit x 
haben. Gerade fiir den Bereich der basophilen Normoblasten y, 
aufgrund der spektrophotometrischen Untersuchungen von Thor 
(1948) eine intensive Haimoglobinbildung wahrscheinlich mit de 
Linge der Interphase und also normaliter niedrigen Mitoseziffer in 
Zusammenhang steht (Heilmeyer 1951). kénnte man annehmen, das 
die Mitosesteigerung bei Hypoxie mit dieser Funktion interferier, 
Unter diesen Aspekten kénnte gefolgert werden. dass der Stimuli 
des Sauerstoffmangels (und auch des akuten Blutverlustes) bei diesen 
Zellen gewissermassen eine Reversion ihres Funktionsstandes bewi- 
ke: Statt Reifung trete nunmehr die Zellvermehrung in den Vorder. 
grund. Der Kern dieser Zellen werde zunachst quasi auf den Fut 
tionsstand etwa der Proerythroblastenkerne zurtickversetzt, wo ja 
kurze Interphasen und schnell aufeinanderfolgende Teilungen schn 
normaliter das Bild beherrschen: —- Die karyokinetische Aktivitit 
iibertrumpfe voriibergehend die interkinetische Funktion des Kens 
als Steuerer der Himoglobinsynthese. 


Diese Uberlegungen kénnten zwar mit der im vorliegenden Me 


86 





ter! 


ten 


der 


nar 
der 
des 
sch 
Bei 
ein 
ein 
nic 
bra 
lick 
19: 
mo 
den 
nig 
pos 
mil 
ZW 


Zei 


Syl 


du 
Int 
Zel 
die 
ne 
str 
ber 
sic 
gal 


sck 





ietit 4, 


War (ie 
Tickye 
forthe. 
r bass. 
Ante' 
aftige 
Zipiell 
rf ny 
n Ze. 
uf dle 
1 mils. 


anay. 
Phase 
Peter 
ilung, 
retion 
feren. 
it 2 
Wo, 
ore 
der 
T in 
dass 
iert, 
ulus 
ese 
Wile 
der- 
nk- 
ja 
non 
tit 




















Uber die Erythroblastenproliferation 


terial festgestellten Verzogerung der peripheren Pleozytose um fast 
7 Tagen in Einklang gebracht werden, icawer auch mit der erwahn- 
ten prozentuellen Abnahme der polychromatischen Normoblasten auf 
der Hiéhe des Mitosegeschehens nach 4 Tagen Hypoxie. Sie liefern 
jedoch keine geniigend umfassende Erklarung. Ware die Reifung 
nimlich stark unterdriickt, so wiirde eine 4-tagige Mitosesteigerung 
der aktuellen Gréssenordnung zu einer wahrhaften Uberschwemmung 
des Knochenmarks mit erythroiden Zellen fiihren. In der Tat aber 
schien nach 4 Tagen eine Vermehrung von um 100 °/o vorzuliegen. 
Bei ausschliesslich statischer Teilung wurde dieses bereits durch eine 
einzige Mehrteilung pro Zelle wahrend 4 Tagen zustandekommen, — 
eine Erhohung der Teilungsfrekvenz also, die methodologisch gar- 
nicht nachweisbar wire. Ferner ist zu beachten, dass mit dem vielge- 
brauchten Indikator des radioaktiven Eisenumsatzes doch unter ahn- 
lichen Verhaltnissen (humane Hohenakklimatisation, Huff u. Mitarb. 
1951. Lawrence u. Mitarb. 1952) eine deutliche Steigerung der Ha- 
moglobinsynthese bereits ab 24 Stunden Stimulus nachgewiesen wor- 
den ist. Ein Koinzidieren beschleunigter Karyokinese und beschleu- 
nigter Reifung ist auch neulich von Moreschi u. Sabbioni (1957) 
postuliert worden. Piha (1956). der die Héamoglobinregeneration 
mithilfte C!-gemerkter Aminosiuren bei Hypoxie verfolgte. stellte 
zwar ein ”Nachhinken” der Hamoglobinsynthese hinter den initialen 
Zeichen einer Zellvermehrung (erste Retikulozytensteigerung) fest. 
~~ niemals unterschritt die Hamoglobinbildung jedoch der normalen 
Syntheserate. 

Miissen wir also damit rechnen. dass eine beschleunigte Reifung 
durchaus mit im Spiele ist. so ergibt sich eine prinzipiell kontrare 
Interpretationsmoglichkeit fiir die Mitosesteigerung der reiferen 
Zellgattungen. Als Folge einer beschleunigten Plasmareifung wiirden 
die Kerne der reiferen Zellen (Makroblasten- und Normoblastenker- 
ne) noch ihren Gehalt an Thymonukleinsaéure und tiberhaupt ihre 
strukturelle Voraussetzung fiir eine starke karyokinetische Aktivitat 
bewahrt haben. Die tachy-evolutive Asynchronie (Bessis 1954) wiirde 
sich mit anderen Worten so auswirken. dass in den reiferen Zell- 
gattungen nunmehr haufiger Kerne mit potentieller Teilungsbereit- 
schaft vorlagen. 

Ferner muss noch beachtet werden, dass wahrend der 6-stiindigen 


Colchicineinwirkung Reifungsprozesse der Interphasen sich durchaus 
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bemerkbar machen konnten. Zellen, die beim Zeitpunkt der Injektio, 
z.B. noch basophiles Plasma hatten, konnten sehr wohl bei der Pry 
beentnahme eine deutliche Polychromasie entwickelt haben, Bin 
solcher Schwund der Interphasen wahrend des Colchicinstops 4, 
sich teilenden Zellen kénnte, wenigstens theoretisch, gerade bej }, 
schleunigter Reifung eine scheinbare Erhohung der Mitoseziffery mit 
sich fiihren. 


Schliesslich ergibt sich noch eine dritte Interpretationsméglic, 
keit. Greifen wir naémlich auf die Konzeption der Rei feteilunge’ 
zuriick, wie sie vor allem durch Heilmeyer (1951) gerade als Ty, 
ungsmodus bei regenerativer Mehranforderung postuliert wird, , 
kénnten die stark erhohten Mitoseziffern der reiferen erythroidy 
Zellen Ausdruck dieser Erscheinung sein. Der Bedarf eines schnell, 
Nachschubes von Erythrozyten kénnte so gedeckt werden: Vermg. 
rung der Zellen und Reifung gingen Hand in Hand. 


In diesem Zusammenhang sei noch auf eine interessante Beobachtung von 
Wenderoth (1949) hingewiesen. Bei mitotischen Erythroblasten hat er eine Gy, 
nulation des Plasmas beschrieben, und interpretiert diese “paramitotische Gy, 
nulation” als eine Agglomerulation der basophilen Substanz. Er entwickelt ein: 
Hypothese, nach der die Retikulozyten nicht obligate Jugendformen der Erythn, 
zyten seien, sondern Zellen, die das plasmatische Stigma einer ihrer Bild 
kurz vorangegangenen Normoblastenteilung aufweisen. Die zeitliche Koinziden 
maximaler Teilungsfrekvenz der reiferen erythroiden Zellen, vor allem der po 
lychromatischen Normoblasten, und der Retikulozytose, wie sie sich im vorlie. 
genden Material darstelJt, kénnte eine solche Auffassung sehr wohl stiitzen 
Moglicherweise folge also auf die Teilungen der polychromatischen Normobla. 
ten eine baldige Ausschwemmung noch nicht ganz reifer Zellen, wahrend di 
Teilungen im basophilen Normoblastenbereich doch teilweise mit der Reifung 
interferiere, sodass eine erythroide Hyperplasie hauptsachlich durch Vermehrung 
dieser Zellen, wie angefiihrt, entsteht. 


Moglicherweise lassen sich die Befunde der vorliegenden Arheit 
auch noch anderen Auffassungen iiber die Histiomechanik der Blut 
regeneration einfiigen. — eine generelle Schlussfolgerung in Beng 
auf diese Fragen erscheint dem Autor jedenfalls nicht als erlaubt. 
Betreffs des Ansatzpunktes der Proliferationsbeschleunigung am 
Erythron scheint die Arbeit jedoch Klarheit geschaffen zu haben: 

Gleichzeitiges Einsetzen der Mitosesteigerung auf samtlichen 
Reifestufen, 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


Stirkste Beteiligung der reiferen Zellen und 

Kriftigste Umstellung von relativ niedriger auf eine hohe Mito- 
serate bei den basophilen Normoblasten. 

Der letztgenannte Umstand liess es vermuten, dass die Gruppe der 
basophilen Normoblasten sich besonders dafiir eignen wiirde, ein 
stathmokinetisches Verfahren zum Nachweis eines erythropoetischen 
Stimulus zu entwickeln. Vorausgesetzt, dass die Mitosesteigerung nach 
Zufuhr von erythropoesestimulierendem Plasma (Erythropoetin) den- 
selben Grundsiitzen folge wie bei direkter Stimulation der Tiere durch 
Hypoxie bzw. Blutung, kénnte hier also ein brauchbares_ Testver- 
fahren gewonnen werden. Alle theoretischen Griinde sprechen hierfiir, 
_—— nimmt man doch auch fiir direkt stimulierte Tiere eine humorale 
Steuerung des Knochenmarks allgemein an (siehe d. Kapitel tiber 
humorale Steuerung). Die Versuchsreihe 4 mit ihrem allerdings sehr 
kleinen Material schien wenigstens orientierenden Aufschluss dariiber 
zu geben. dass nach Zufuhr von ’’Hypoxieplasma” eine Mitosesteige- 
rung nach denselben Prinzipien statthat, wie bei direkter Stimula- 
tion. 

Die Versuchsreihen 5 und 6 scheinen die Brauchbarkeit des 
stathmokinetischen Tests fiir den Bereich der basophilen Normoblas- 
ten recht eindriicklich zu zeigen. Bei Injektionen von 7 ml zu priifen- 
den Plasmas und 4 Stunden spater verabreichter Colchicininjektion 
konnte innerhalb von 10 Stunden eine Antwort erhalten werden. 

Die Wahl des 4. und 8. Hypoxietages zur Priifung des Plasmas 
auf Erythropoetin geschah unter der Annahme. der Faktor konne 
mit dem jeweiligen Funktionsstand des Markorgans korrelieren. Na- 
tiirlich ist diese Prasumption einer Koinzidenz maximalen Ausl6- 
sungsmechanismus mit maximaler Erfolgsreaktion nicht ohne weite- 
res erlaubt. Friihere Experimente von Erslev (1957) schienen jedoch 
darauf hinzuweisen, dass bei Hypoxie wie nach Blutung wenigstens 
der Anstieg der Retikulozytenzahlen wie auch des Erythropoetinef- 
fektes parallel verliefen. 

Die Experimentreihen 5 und 6 der vorliegenden Arbeit zeigen. 
dass nach 4 Tagen Hypoxie ein starker Erythropoesestimulus des 
Plasmas an den stathmokinetisch erfassten Normoblastenmitosen im 
basophilen Bereich sich nachweisen liasst. Die Mitosesteigerung kann 
sogar diejenige bei direkter Hypoxiestimulation iibertreffen (Inter- 
ferenz des Sauerstoffmangels mit den Zellfunktionen?). Nach 8 Tagen 
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Hypoxie, wo bei Direktstimulation nicht mehr eine Mitosesteigerun, 
nachweisbar ist, scheint das Plasma dennoch eine gewisse Erythr, 
poetinwirkung zu entfalten — ein Umstand. der allerdings iiberragc, 
und hier nicht naher erklart werden kann. 

Uber die Sensibilitat des Testverfahrens im Vergleich zu anderey 
Methoden kann hier nicht gefolgert werden, da Parallelversuche nig) 
angestellt wurden. Immerhin scheint das Verfahren schnell, Wenig 
kostspielig und verhaltnismassig bequem zu sein. Ausserdem yjpj 
méglicherweise eine andere Funktion der Markzellen erfasst als }, 
den Testverfahren mit Fe’. 

Einleitungsweise wurde die von Linman u. Mitarb. (1958) |ay. 
zierte Hypothese erértert, wonach 2 verschiedene erythropoesestim), 
lierende Faktoren anzunehmen seien: Ein Reifungsfaktor, der Him. 
globinsynthese und Stromawachstum anrege, und ein Vermehrungs. 
faktor, der letztlich die Pleozytose bewirken wirde. 

Es kénnte nahe liegen. in der stathmokinetisch erfassten Mito. 
sesteigerung nach Injektion von “aktivem” Plasma den Niederschlag 
eben des ” Vermehrungsfaktors” zu suchen. Vor einer solchen Schluss. 
folgerung muss jedoch vorerst gewarnt werden. Wie weiter oben an. 
gefiihrt, kénnte namlich doch die beschleunigte Reifung im Sinne 
einer tachy-evolutiven Asynchronie wenigstens zum Teil fiir gesteiger. 
te Mitosen im basophilen Bereich mitverantwortlich sein. Immerhin 
konnte das stathmokinetische Verfahren die Moéglichkeit bieten, te. 
ben dem Test mit Fe”, die Linmansche Distinktion der Erythropoe. 


tinfrage naher abzuklaren. 
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ZUSAMMENFASSUNG 


An einem Material von 364 mannlichen, stammeshomologen Al- 
binoratten wurden Experimente zur Erfassung der Erythroblasten- 
proliferation bei akuter regenerativer Mehrleistung des erythropoe- 
tischen Organs durchgefihrt. 

Preliminare Untersuchungen am peripheren Blut ergaben wah- 
rend Hypoxieeinwirkung sowohl eine eindeutige Retikulozytenreak- 
tion als auch eine Steigerung der Erythrozytenwerte, wobei allerdings 
nach initialem Anstieg die E-zahlen voriibergehend auf nahezu den 
Ausgangswert wieder zuriickgingen. Nach etwa 6 Tagen Hypoxie 
trat immerhin die Ausbildung einer Pleozytose wieder zutage. sodass 
auf eine gute Eignung des Materials fiir die Experimente geschlossen 
werden konnte. In einer zusatzlichen Versuchsreihe wurden ausser- 
dem eventuelle nichterwiinschte Milieufaktoren bei den Hypoxie- 
versuchen ausgeschlossen. 

Die experimentelle Stimulation der Erythropoese geschah in ge- 
sonderten Versuchsserien ausser durch Hypoxie auch durch Blutent- 
zug und durch Verabreichung von Plasma hypoxiebeeinflusster Tiere 
(Erythropoetin). Das Tiermaterial der verschiedenen Versuchsserien 
war betreffs Alters und Korpergewichts homogen (3 bis 4 Monate. 
150 bis 180 g), mit Ausnahme der letzten Versuchsserie zur Priifung 
einer Erythropoetinwirkung. wo 5 bis 6 Monate alte Tiere von 200 
bis 230 g Korpergewicht gewahlt wurden. 

Die Mitosefrekvenzen wurden unter Verwendung des stathmoki- 
netischen Verfahrens mit Colchicin ermittelt. Hierbei wurde eine 
Erfassung der mitotischen Aktivitét auf den verschiedenen Reifestu- 


fen des Erythrons erstrebt. um so einen Einblick in den histologischen 
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Ablauf der regenerativen Mehrleistung des erythropoetischen Gey, 
bes zu gewinnen. Zu diesem Zweck wurden die erythroiden Ze}, 
in 5 Kathegorien eingeteilt: 

Proerythroblasten 

Makroblasten 

Basophile Normoblasten mit strukturierten Kern 

Polychromatische Normoblasten mit strukturiertem Kern 

Samtliche Normoblasten mit unstrukturiertem Kern. 

50 Zellen aus jeder Gruppe ausser der Gruppe 5 wurden gezahlt, mj 
jeweiliger Herausdifferenzierung der Mitosefiguren. Die erhalten, 
Werte wurden zwecks herkémmlicher Darstellung in °/, mit 2 my}. 
pliziert. Die Gruppe 5 wurde aus den Berechnungen kiinstlich ay. 
geschieden. damit unter den Normoblasten nur Elemente mit tatsich. 
lich potentieller Teilungsfahigkeit fiir die Beurteilung der jeweilige 
Mitosefrekvenzen herangezogen wiirden. 

Eine urspriinglich erwartete Darstellung des primiren Ansap. 
punktes der Proliferationssteigerung etwa an den unreifsten Elemen. 
ten (Proerythroblasten) mit sukzessiver Ausbreitung der Karyokine. 
senbeschleunigung durch die verschiedenen Reifestufen gelang nich: 
vielmehr schien der Stimulus der Hypoxie. des Blutentzugs und auch 
der Injektion von Plasma hypoxiebeeinflusster Tiere gleichzeitig ay 
allen teilungsfahigen erythroiden Zellen anzugreifen. 

Hinsichtlich der Reaktionsstarke stellten sich jedoch  distinkte 
Verschiedenheiten heraus: Je reifer die Zelle, um so starker erschien 
die Mitosesteigerung gemessen an dem Mehr an Zellen. das wiahrend 
der 6-stiindigen Colchicineinwirkung zur Teilung ansetzte. 

Bei den basophilen Normoblasten war die Steigerung wegen ihrer 
normaliter niedrigen Mitoserate sehr markant. weshalb diese Zellen 
selektiv fiir die Priifung einer Erythropoetinwirkung verwertet wer- 
den konnten. 


Anhand des so entwickelten Testverfahrens wurde eine mitosesti 
mulierende Wirkung des Plasmas nachgewiesen. Bei akuter Hy. 
poxieadaptation war diese Wirkung am 4. Tage sehr markant. wih: 
rend am 8. Tage eine deutliche Abnahme dieser Eigenschaft des Plas 
mas sich zeigte. Die Versuche erwiesen ausserdem, dass bei Verwer- 
dung von etwas alteren Ratten (5 bis 6 Monate. 200 bis 230 ¢) 
sowohl als Donoren wie auch als Rezipienten die Reaktion deutlicher 


ist. 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


Die Befunde werden theoretisch besprochen «m Lichte von Vor- 
sie sich in der zeitgendssischen Literatur tiber die 


stellungen, wie 
Markorgans wie auch iiber die Frage der Erythro- 


Funktionen des 


poetine finden. 
Schliesslich wird die Vermutung ausgesprochen, das ziemlich 


sensible Testverfahren kénne in Zukunft als erginzende Methode bei 
- Erforschung der iibergeordneten Steuerung der Erythropoese 


Verwendung finden. 
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SUMMARY 


On a material comprising 364 male albinorats of homologoys 
strain experiments were carried out in order to determine the erythro. 
blastic proliferation during acute regenerative augmentation within 
the erythropoietic organ. 

Preliminary examinations of peripheral blood under the effec 
of hypoxia indicated a distinct reticulocyte reaction as well as ap 
increase of the erythrocyte values though the E-figures, after having 
increased at the beginning, decreased temporarily so that they almos 
reached their initial value. After six days of hypoxia. however, the 
formation of pleocytosis became again discernible and_ thus the 
material could be considered suitable for the experiments in question, 
In an additional series of tests, moreover, eventual undesirable miliey 
factors at the experiments of hypoxia could be excluded. 

The experimental stimulation of erythropoiesis took place in se. 
parate series of experiments. It was performed by means of blood. 
letting and the injection of plasma from animals subjected to hypoxia 
(erythropoietin), besides by hypoxia. The animals of these different 
series of experiments were homogenous as regards age and weight 
(3 to 4 months, 150 to 180 grams). Yet an exception was made with 
the last series in order to examine the possible effect of erythropoietin 
and for this one animals aged 5 to 6 months. weighing 200 to 230 
grams were chosen. 

The frequencies of mitosis were determined by using the stathmo- 
kinetic method with colchicine. It was the aim to define mitotic acti- 
vity on the various evolutionary stages of the erythron so as to gain 
insight into the histological process of the regenerative augmenta- 
tion within the erythropoietic tissue. Therefore the erythroid cells 
were divided up into 5 categories: 

proerythroblasts 

macroblasts 
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Uber die Erythroblastenproliferation 


basophilic normoblasts with structural nucleus 

Polychromatic normoblasts with structural nucleus 

all normoblasts with unstructural nucleus. 

50 cells from each group, with the exception of group 5, were coun- 
ted and the mitotic figures differentiated respectively. In accordance 
with traditional presentation in per cent the achieved values were 
multiplied by 2. Group 5 was deliberately excluded from these cal- 
culations. the aim being to reach merely those elements among nor- 
moblasts with actual potential divisibility for the determination of the 
respective frequencies of mitosis. 

Originally it was presumed to present the primary point of onset 
of augmented proliferation, possibly at the most immature elements 
(proerythroblasts) . with successive expansion of the acceleration of 
karyokinesis throughout the various stages of maturity. This, howe- 
ver, could not be effectuated. The stimulus of hypoxia, of blood-let- 
ting and also of the injection of plasma from animals subjected to 
hypoxia seemed rather to affect all divisible erythroid cells simul- 
taneously. 

As regards the intensity of reaction. however. distinct differences 
could be discerned. The more mature the cells, the more intense was 
the augmentation of mitosis as measured by the surplus of cells set on 
for division during a 6 hours’ colchicine influence. 

As for basophilic normoblasts the increase was very marked on 
account of their normally low rate of mitosis. Therefore these cells 
could be used selectively for the testing of an erythropoietin effect. 

By means of the testing procedure thus developed a mitosis-sti- 
mulating effect of the plasma was proved. At acute adaptation to 
hypoxia this effect was very obvious on the fourth day. whereas a 
distinct decrease of this plasmatic quality was observed on the eighth 
day. The experiments further indicated that the reaction was more 
pronounced with somewhat older rats (aged 5 to 6 months. weighing 
200 to 230 grams) both as donors and as recipients. 

The results are theoretically discussed with regard to conceptions 
in contemporary literature concerning the functions of the bone- 
marrow as well as the question of erythropoietins. 

Finally the author expresses his view that the rather sensitive 
test procedure could be used as a complementary method in future 


research dealing with the superior regulation of erythropoiesis. 
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Einige typische Mitoseformen der Colchicinpraparate der vorliegey 
den Arbeit. Die Abbildungen sind unretouchierte Reproduktionen y¢, 
Mikroaufnahmen. Vergr. um. 1100. 


Abb. 1. Zwei basophile Normoblasten in c-Metaphase mit unorientierter Chr. 
mosomenanordnung (links u. Mitte) zusammen mit einer Zelle aus der my. 
loischen Reihe (rechts). 


Abb. 2. Nest mit drei basophilen Normoblasten in c-Metaphase mit orientie. 
ter Chromosomenanordnung. Der Kern wie zusammengekniuelt (Mitte u. rechts) 
mit Herausragen einzelner Schleifen (links). 


Abb. 3. Polychromatischer Normoblast in c-Metaphase mit unorientierter Chr. 
mosomenanordnung. Deutliche “tiipfelige” Struktur des Kerngebiets. 


Abb. 4. Polychromatischer Normoblast in c-Metaphase mit orientierter Chn. 
mosomenanordnung. Die Kernperipherie lasst einen ”genagten” Umriss erkennen, 


Abb. 5. Makroblast in c-Metaphase mit orientierter Chromosomenanordnung. 


Angedeutete Sternform. 
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Uber die Erythroblastenproliferation 
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